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RESUMEN 
Las enfermedades transmitidas por el consumo de agua contaminada son 
causadas principalmente por bacterias y virus enteropatógenos que dan lugar a brotes 
gastrointestinales en todo el mundo. La población que vive en el Parque Nacional 
Cascada de Bassaseachic (PNCB) en la Sierra Tarahumara en Chihuahua, México, ha 
manifestado problemas frecuentes de gastroenteritis asociadas a consumo de agua 
contaminada. El objetivo del presente trabajo fue realizar un análisis estacional de 
calidad de agua durante el año 2013 en aguas naturales del PNCB y desarrollar un 
sistema de desinfección de agua económico y funcional para zonas rurales.  
Primero se realizó un análisis hidro-geográfico de los afluentes de la Cascada de 
Basaseachi. Para determinar la calidad de agua se utilizó análisis físico-químico como 
dureza, alcalinidad, acidez y cloruros. En el análisis microbiológico se determinaron 
coliformes fecales y totales. De las muestras de agua que excedieron los límites 
permisibles de las normas oficiales mexicanas, se aislaron cepas de enteropatógenos y se 
caracterizaron bioquímicamente y se analizó el perfil de resistencia a antibióticos. Se 
determinaron virus entéricos mediante RT-PCR diseñando controles virales internos y la 
carga viral de virus en agua se determinó por RT-qPCR con SYBR-Green. Finalmente, 
se realizó el diseño de prototipos de desinfección de agua económicos para zonas 
rurales, a los cuales se estandarizaron las condiciones de uso y se evaluó la efectividad 
de desinfección mediante el % de reducción bacteriana. Con el estudio hidro-geográfico 
se eligieron 13 puntos de muestreo cercanos a las zonas rurales más pobladas y los ríos y 
arroyos más importantes que alimentan a la Cascada. El monitoreo de calidad de agua en 
el PNCB demostró que los parámetros físico-químicos de las muestras de agua durante 
las 4 estaciones del año mostraron una elevada acidez durante el verano y el resto de las 
pruebas resultaron dentro de los valores normales. Para el  análisis de coliformes totales 
se demostró que hay diferencia significativa entre las temporadas del año y los puntos de 
muestreo y el análisis de coliformes fecales demostró que existe diferencia significativa 
solo por época del año. En el análisis bacteriológico se aislaron e identificaron 33 
bacterias enteropatógenas con perfil de multirresistencia a antibióticos. Se encontraron 
cepas de vida libre, con un bajo perfil de resistencia a antibióticos. Se encontró 
contaminación con Norovirus y Rotavirus durante primavera, verano y el otoño, con una 
  
carga viral considerable para infectar individuos sanos. Se diseñó un prototipo de 
generación de cloro por electrolisis con sal de mesa y agua y se estandarizaron las 
mejores condiciones de uso para zonas rurales. En conclusión el agua del PNCB posee 
las características fisicoquímicas ideales para ser considerada como agua de beber;  sin 
embargo, la calidad microbiológica presenta un riesgo de salud pública, por lo que se 
utilizó un sistema de desinfección microbiológico como alternativa segura para los 
habitantes del Parque. 
  
  
ABSTRACT 
Waterborne diseases are primarily caused by bacterial pathogens, which result in 
gastrointestinal outbreaks worldwide. Inhabitants of the Bassaseachic Falls National 
Park in Chihuahua, Mexico show seasonal gastroenteritis problems, probably due to 
consumption of polluted water. The aim of the present study was to detect 
enteropathogenic microorganisms responsible for diarrheal outbreaks in this area, which 
will produce recommendations for water supply systems in rural settlements. In 2013, 49 
surface water samples from 13 selected sampling sites along the Basaseachi waterfall 
and its main rivers were collected during the spring, summer, autumn, and winter 
seasons. Water quality analyses included hardness in water, alkalinity, acidity, and 
chloride tests. Fecal and total coliform counts were determined using standard methods; 
the AutoScan-4 system was used for isolates identification and the antibiotic resistance 
profile by challenging each organism against 21 antibiotics. Based on our results, we 
designed two water disinfection models and their effectivity was evaluated by Mexican 
standard procedures. Physicochemical analyses demonstrated that water samples were 
acidic during summer season, and the rest of evaluated parameters were under the limits. 
Total coliforms analyses showed significant differences between sample season and 
sample sites, but fecal coliforms only showed significant differences by sample season 
of 2013.  We isolated 33 bacteria with a multidrug resistance profile. We also detected 
native water bacteria with a slow resistance profile. Norovirus and Rotavirus were 
detected in water samples during spring, summer, and autumn by RT-qPCR. Water 
analyses revealed that physicochemical quality is appropriate to be considered as potable 
water, but microbiological analyses showed a potential public health risk.  We also 
designed an electrolysis chlorine generator based on edible salt, which can allow people 
in rural settlements disinfecting water and food.  We also tested a portable ultrafiltration 
membrane system for water purification. 
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1 INTRODUCCIÓN  
En el mundo existen más de 2,400 millones de personas que carecen de sistemas 
de abastecimiento de agua potable, esto ocasiona alrededor de 2 millones de muertes por 
año a causa de enfermedades diarreicas relacionadas con la falta de sanitización e 
higiene de agua, siendo los más afectados los niños menores de 5 años. Las 
enfermedades diarreicas son tanto prevenibles como tratables, sin embargo, se reportan 
anualmente cerca de 1,700 millones de casos de enfermedades diarreicas en el mundo 
cada año, siendo la segunda causa de muerte en niños menores de 5 años con alrededor 
de 760,000 muertes por año.   La Organización Mundial de la Salud (OMS), considera 
que cuando la mayoría de las personas tengan acceso a agua potable, ayudaría a reducir 
considerablemente  las enfermedades por diarrea en el mundo (OMS, 2015).  
 
El agua es la mejor ruta para la trasmisión de patógenos que causan 
enfermedades en humanos; por ello, el análisis de virus, bacterias y protozoos en agua es 
importante debido a que cada año se reportan numerosos brotes de enfermedades 
gastrointestinales en muchos países en desarrollo, lo que ocasiona problemas directos en 
el mejoramiento de la salud pública.  Uno de los principales problemas en agua es 
debido a la contaminación fecal que presenta virus y bacterias entéricos, los cuales  
infectan vía fecal-oral, causando problemas de gastroenteritis, además de la presencia en 
agua de virus de la hepatitis “A” y “E”, que causan enfermedades hepáticas (Bosch, 
1998; Steyer et al.,  2011).  
 
La OMS señala que el tratamiento de agua en el hogar y el buen almacenaje del 
agua pueden tener un  impacto dramático en la reducción de posibles causas que den 
enfermedades diarreicas, para todas aquellas personas que dependen del agua de río, 
lagos, pozos o tinacos que estén contaminados con microorganismos; además de que el 
progreso en materia de saneamiento se ha visto atrasado por la insuficiencia de 
inversiones en campañas de concientización y la falta de productos al alcance de los más 
pobres (OMS, 2015).  
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El manejo y la disminución de contaminantes del agua, podría ser más efectiva 
una vez que se conoce la fuente de contaminación (Sinton et al., 1998). Cuando se habla 
de calidad microbiológica en agua, Escherichia coli es uno de los indicadores más 
buscados en presencia de probable contaminación fecal. Sin embargo, Bosch (1998) 
habló de la necesidad de estudiar la presencia de virus en agua debido a que la 
erradicación de virus en este medio es más difícil que para otros microorganismos, ya 
que logran permanecer en ambientes hostiles por más tiempo y con mayor facilidad.  
Señala también que los métodos de purificación del agua son necesarios, ya que existen 
diversas formas de contagio hacia el humano, tales como el riego de las franjas agrícolas 
para consumo humano, en peces que crecen en aguas contaminadas, donde se ha 
observado el alojamiento del virus en sus tejidos;  también se ven afectados ríos, lagos y 
aguas subterráneas, que finalmente se dirigen al consumo de la población de una u otra 
forma, desde aguas recreacionales o básicamente de consumo.  
 
La Comisión Nacional de Áreas Naturales Protegidas (CONANP) en el año 2013 
reportó en el Parque Nacional Cascada de Bassaseachic (PNCB), en el Municipio de 
Ocampo, Chih., alarma por factores de riesgo ambiental, ya que frecuentemente se han 
registrado brotes endémicos de diarreas agudas severas y cuadros de hepatitis en la 
población. Por lo que se generó el principal interés del estudio en esta Área Nacional 
Protegida (ANP), realizando un estudio que permita detectar los brotes de hepatitis y 
diarreas agudas en la zona (Lic. María Concepción Pérez Recoder, Directora del ANP).  
Se considera que el causal de las enfermedades es una posible contaminación del agua 
por desechos sanitarios. Se ha visto también un interés de importancia de la zona de 
estudio, ya que está siendo proyectada como principal atractivo turístico-económico del 
estado de Chihuahua, ya que la salud de los ecosistemas afecta directamente a la 
economía, debido a que impiden el establecimiento de inversionistas extranjeros.   
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2 ANTECEDENTES   
Los sistemas con agua dulce estacional como lagunas de carga y descarga, 
charcas, ríos, cascadas y humedales boscosos de agua dulce, son ecosistemas muy 
productivos donde la biomasa es importante para la conservación de numerosas especies 
tanto animales como vegetales, así como también contribuyen al desarrollo sostenible de 
la zona, ofreciendo biodiversidad, protección contra la erosión, mitigan inundaciones, 
favorecen la recarga de acuíferos subterráneos, la purificación del agua y generan 
beneficios económicos en el caso de la cascada con opciones de recreación y turismo 
(Pérez y Rodríguez, 2008).  En México existen diversos tipos de áreas protegidas, como 
las federales, estatales, municipales, ejidales y privadas, particularmente, las áreas 
naturales protegidas están bajo resguardo de la CONANP.   
Parque Nacional Cascada de Bassaseachic 
La Cascada de Basaseachi se encuentra considerada desde el 2 de febrero de 
1981 dentro de la categoría de Parque Nacional con una extensión de 5,803 Ha., por 
decreto oficial del ex-presidente José López Portillo,  ya que por su belleza escénica y la 
diversidad de los ecosistemas,  posee un alto valor científico, histórico y con una gran 
aptitud para el desarrollo turístico-económico en el estado de Chihuahua (Rees, 2009).  
Es importante mencionar que si bien al mencionar el Parque Nacional el nombre 
correcto es Bassaseachic, al mencionar el río y la cascada el adecuado es Basaseachi. 
El agua como recurso no renovable 
Las aguas dulces del mundo son un recurso escaso y en peligro. Se prevee que 
para el 2025 dos terceras partes de la población sufrirán estrés por la falta de este 
líquido. De acuerdo con recursos hídricos se considera que solo el 0.007% del agua total 
disponible en el planeta puede ser utilizada directamente por humanos. Es por esto, que 
se ha convertido en una prioridad para el sector político y científico.  De los 113,000 
km3 que se precipitan a través de las lluvias en la tierra solamente 42,000 km3 recargan 
los acuíferos o retornan a los oceános por medio de ríos y el resto se evapora. Cerca del 
70% de esta cantidad se utilizan para mantener los ecosistemas saludables. Es 
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importante mencionar  que el agua no se distribuye uniformemente a todo el mundo sino 
que se concentra en Rusia, Canadá, China, India y Estados Unidos, siendo los más 
afectados Europa, Australia y Oceanía, esto hace más vulnerable a la población de 
dichos países. Las actividades antropogénicas por controlar el recurso hídrico como 
presas, drenaje de los humedales, transporte de agua a centros urbanos, la explotación de 
los mantos acuíferos y tierras agrícolas han cambiado sensiblemente las tasas de 
evaporación y la calidad de las aguas con el constante incremento de los desechos 
tóxicos. Es por esto, que las necesidades de generar nuevas y mejores alternativas acerca 
del manejo y tratamiento de agua es imperativo para preservar nuestros ecosistemas y la 
salud del planeta, además de la supervivencia del ser humano en la tierra (Toledo, 2002). 
Fuentes de abastecimiento de agua potable. 
Hasta finales del siglo XIX nuestra fuente principal de abastecimiento de agua 
potable provenía de ríos, lagos y lagunas que eran utilizadas sin tratamientos previos, 
además que no requerían de mayor infraestructura para su extracción.  Sin embargo, el 
notable incremento de desechos a causa del crecimiento de la población tuvo como 
consecuencia el deterioro de la calidad del agua (Shyamala et al., 2008). 
 
Las fuentes de abastecimientos se dividen en fuentes superficiales que son ríos, 
lagos y lagunas, mientras que las subterráneas como su nombre lo dice se encuentran 
bajo la superficie de la tierra, y necesitan de perforación de pozos para su extracción.  
 
Una cuenca hidrográfica es la unidad de análisis y planificación para darle el 
enfoque integrado al estudio del recurso hídrico superficial y subterráneo.  Es el espacio 
de terreno delimitado por cerros, partes elevadas y montañas, de los cuales se configura 
una red de drenaje superficial, que en presencia de lluvia, forma arroyos para luego 
convertirse en ríos principales, lagos y llegar hasta el mar. Cuando estas cuencas son 
sobreexplotadas, disminuye la cantidad y el flujo de agua y causa deterioro en los 
acuíferos  (Ramakrishna et al., 1997). 
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Las aguas naturales se caracterizan por ciertos parámetros que definen sus 
propiedades y calidad como dureza, alcalinidad, salinidad, solidos disueltos totales entre 
algunos otros. Esta caracterización se hace en virtud de sus propiedades físicas y 
químicas. 
Importancia de la Calidad de agua. 
La disponibilidad del agua para consumo humano cada vez es menor, debido al 
crecimiento poblacional relacionado directamente con el consumo per cápita, 
contaminación de las fuentes naturales del agua y el manejo inadecuado de los recursos. 
Se sabe que el recurso hídrico tiene una generación constante, sin embargo, la calidad 
del agua va disminuyendo rápidamente. Uno de los peligros más importantes es la 
incorporación de contaminantes solubles a los acuíferos, que causan problemas directos 
en cuestión de salud pública.  En el contexto de salud pública se establece que 
aproximadamente un 80% de todas las enfermedades y más de una tercera parte de las 
defunciones en los países en vías de desarrollo son causadas por ingestión de agua 
contaminada. Se ha llegado a estimar que el 70% de la población de zonas rurales está 
principalmente relacionada con la contaminación por heces (Brooks et al., 2012).  
 
Entre los tipos de contaminación que pueden afectar la calidad del agua pueden 
ser cualquier organismo vivo, mineral o compuesto químico cuya concentración impida 
los usos benéficos del agua.  Los contaminantes se pueden clasificar en dos categorías:  
Fuente de Contaminación puntual: Es toda aquella contaminación que se 
descarga sus aguas en un cauce natural y proviene de una fuente específica, como un 
tubo o dique y puede ser medida, tratada o controlada.  Este tipo de contaminación se 
asocia generalmente a industrias y aguas negras municipales.  
Fuente de Contaminación difusa: Este tipo de contaminación es producida en un 
área abierta, sin fuentes específicas y se asocia principalmente a actividades de la tierra 
como agricultura, urbanización, pastoreo y prácticas forestales. Es más difícil de 
controlar y causan mayor impacto, la repercusión de estos contaminantes puede ir desde 
pequeños impactos, hasta catástrofes ecológicas sobre peces, aves, mamíferos y salud 
humana (Ramakrishna et al., 1997). 
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El uso de la tierra genera efectos sobre los procesos hidrológicos, por ejemplo la 
sobreexplotación de la ganadería genera un impacto negativo desde el punto de vista 
bacteriológico y bioquímico, esto debido a que la cantidad de bacterias aumenta cuando 
el ganado pasta cerca de las fuentes de agua, además que acaban con los pastizales que 
pudieran amortiguar la carga de contaminantes a las fuentes de agua. Por otra parte la 
agricultura es el principal factor que tiene más impacto en contaminación del agua, ya 
que se estima que cerca del 70% de la disponibilidad del agua se utiliza para este rubro. 
Hoy en día el uso de pesticidas y fertilizantes aumenta la degradación de los recursos 
hídricos a nivel mundial. Esto justifica la preocupación de la conservación del agua a 
nivel mundial (Ongley, 1997; Brooks et al., 2012). 
Bacterias contaminantes del agua. 
El agua es un elemento fundamental en la vida acuática y terrestre, naturalmente 
el agua es vehículo de bacterias, virus y protozoos de origen fecal (Geldreich, 1997), 
causales de gran parte de las diarreas que afectan a la población consumidora; en países 
en vías de desarrollo aproximadamente un 80% de todas las enfermedades y más de una 
tercera parte de las defunciones tienen por causa el consumo de agua contaminada  
(OMS, 1979; APHA, 1981).  
 
Las bacterias más comune en aguas contaminadas y que son responsables de 
brotes epidémicos en las poblaciones humans son: Vibrio cholerae, Salmonella typhi, S. 
paratyphi, Yersinia enterocolítica, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, 
Klebsiella sp., Shigella sp. y Escherichia coli. Entre las más infecciosas para el humano 
la enterohemorrágica O157:H7 (Ashbolt, 2004).   
 
Vibrio cholerae: Es capaz de sobrevivir en ambientes acuáticos formando 
biopelículas en plantas de agua o  crustáceos.  Existen por lo menos 200 serotipos 
identificados a V. cholerae; sin embargo, solamente los serotipos O1 y O139 son los 
infecciosos para el ser humano (Wang et al., 2010).  Se han observado que el agua es 
uno de los medios más probables por las que el cólera puede transmitirse, por lo que el 
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muestreo estacional inter-epidémico es necesario para valorar la calidad del agua que 
tiene alto contacto humano, aunque se ha logrado aislar incluso en ambientes donde no 
hay evidencia de contaminación fecal humana.  El agua dulce es uno de las principales 
fuentes de agua potable en zonas rurales que carecen de este servicio, por lo que se 
convierte en un potencial medio de transmisión.  La presencia del vibrión en ambientes 
acuáticos es inversamente proporcional a la altura sobre el nivel del mar, siendo los 
lugares más altos los que presentan condiciones más adversas para la sobrevivencia del 
vibrión; además que el crecimiento es inhibido por temperaturas menores a los 15ºC, pH 
ácidos, bajo contenido de materia orgánica y aguas con baja salinidad, siendo los 
estuarios, ciénegas y pantanos los lugares donde hay condiciones de salinidad entre las 
15 y 25 partes en mil, que son óptimas para su crecimiento (Borroto, 1998). 
 
Salmonella typhi y Salmonella Paratyphi: Son los microorganismos causantes 
de la enfermedad fiebre tifoidea, caracterizada por diarrea moderada o fulminante, 
vómito, cefalea, dolor muscular, fiebre.  Se transmite de modo fecal-oral, pero se le 
asocia al consumo de agua y alimentos contaminados (Angulo et al., 1997).  El agua 
contaminada por este tipo de Salmonellas tifoideas puede tener consecuencias 
devastadoras en cuestión de salud pública. El análisis de E. coli  o coliformes 
termotolerantes es un índice fiable de la presencia o ausencia de Salmonella spp. en 
aguas de consumo (Escartin et al., 2002; Gopinath et al., 2012). 
 
Escherichia coli: Es una bacteria que coloniza el intestino de humanos, animales 
y algunos reptiles; es excretada en heces y existen infinidad de serotipos. Se encuentran 
clasificadas según su mecanismo de infección, como la E. coli enteropatógenas, 
enteroinvasivas, productoras de toxinas parecidas a Shigella, enterotóxicas, de 
adherencia difusa, enteroadherentes o enteroagregativas y enterohemorrágicas. Su forma 
de transmisión es fecal-oral, y también se encuentra asociada al consumo de alimentos 
predominantemente cárnicos y agua de consumo contaminada con heces fecales 
(Michanie, 2003).  Todas las clasificaciones según su mecanismo de infección de E. coli 
pueden causar desde diarreas ligeras que duran de 1 a 6 días, hasta problemas graves 
como colitis hemorrágica o el síndrome urémico hemolítico asociada principalmente a la 
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E. coli enterohemorrágica O157:H7.  Incluso en 2011 en el Norte de Alemania se 
presentaron brotes en la población, donde el serotipo O104:H4 con la toxina de Shiga, 
afectó los pacientes con el síndrome urémico hemolítico, esto podría indicar que las 
medidas de sanidad que hoy en día son aplicadas para evitar brotes de E. coli podrían ser 
insuficientes todavía y un brote podría estar latente  (Werber et al., 2012). 
 
Yersinia spp.: La enfermedad yersiniosis es causada por el género Yersinia spp., 
que es una enfermedad gastrointestinal zoonótica. Se ha visto que afecta a ovejas de 
todas las edades pero principalmente a ovejas jóvenes; la sintomatología clínica incluye 
diarrea, depresión y deshidratación (Yang et al., 2016).   
 
Enterobacter spp.: Son bacterias Gram negativas, frecuentemente son causales 
infecciones hospitalarias como infecciones en el tracto urinario, neumonía y septicemia. 
La habilidad de la bacteria por competir por el hierro facilita el establecimiento en el 
hospedero (Lopes et al., 2016).  La sintomatología clínica es difícil de distinguir entre 
otro tipo de gastroenteritis bacteriana. 
 
Citrobacter sp.: Es una bacteria coliforme Gram-negativo de la familia 
Enterobacteriaceae, es comúnmente encontrado en agua, suelo, y en el tracto de 
animales y humanos, muchas de las infecciones causadas por el género Citrobacter son 
de origen nosocomial, pero se ha visto también que puede provenir de la comunidad. 
Uno de los grupos más afectados por este género son los neonatos, que pueden 
desarrollar sepsis, meningitis y abscesos cerebrales; otro de los grupos susceptibles son 
las personas con inmunosupresión.  Este género puede causar enfermedades en humanos 
del tracto urinario, tracto respiratorio, heridas, hueso, peritoneo, endocardio, meninges y 
en sangre. La especie de Citrobacter freundii se ha visto que es mucho más resistente 
que C. koseri y C. amalonaticus (Kumar et al., 2013).  
 
Klebsiella spp: Tiene comúnmente dos hábitats, uno en el ambiente ya sea en 
aguas superficiales, desagüe, suelo y plantas, y en mucosas de mamíferos, como 
humanos, caballos o cerdos.  En el tracto respiratorio de humanos Klebsiella 
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pneumoniae está presente como un saprofito de la nasofaringe y el tracto intestinal. La 
tasa de detección en muestras de heces varía de 5 a 38% mientras que en nasofaringe de 
1 al 6%.  Se ha visto que el género Klebsiella spp. raramente crece en la piel de 
humanos, por lo que no se considera parte de la flora (Podschun y Ullmann, 1998) y se 
subdivide en 5 especies.  En la práctica clínica las más importantes especies son K. 
pneumoniae y K. oxytoca mientras que K. ornithinolytica, K. terrígena y K. planticola 
son consideradas bacterias ambientales (Podschun et al., 2001). 
 
Shigella sp.: Especies del genero Shigella son patógenos bacterianos más 
frecuentemente aislados de pacientes con diarrea, del 5 al 15% de los episodios de 
diarrea de los episodios de diarrea son atribuidos a este género, causando 1.1 millón de 
casos de muertes por año.  Dos tercios de los episodios de muertes ocurren en niños 
menores de 5 años.  La enfermedad que causa se llama shigelosis, es una infección 
intestinal aguda, los síntomas pueden variar desde diarrea acuosa hasta disentería bacilar 
inflamatoria caracterizada por fuerte dolor abdominal, fiebre y heces con sangre y moco.  
Shigella sp. es transmitida vía fecal-oral, mediante la ingestión de agua o alimentos 
contaminados (Schroeder y Hilbi, 2008). 
 
Aeromonas spp.: Las bacterias del género de Aeromonas spp. son bacilos Gram-
negativos, distribuidos ampliamente en agua superficial como ríos, lagos, drenaje 
doméstico, y agua potable sin tratar. Es conocido comúnmente por causar enfermedades 
en peces utilizados para la acuacultura como los goldfish, causando septicemia asociada 
a Aeromonas.  Pero en los últimos años se ha visto asociada como patógeno oportunista 
en pacientes inmunocomprometidos sobretodo en enfermedades gastrointestinales y 
gastroenteritis pediátricas (Sahoo et al., 2016; Carriero et al., 2016). 
   
Tatumella sp.: Es un género de bacterias Gram-negativas, facultativas de la 
familia Enterobacteriaceae. Solo tiene una especie conocida llamada T. ptyseos fue 
descubierta por Hollis y colaboradores (1981).  Se ha aislado de muestras de suelo y 
agua principalmente y se han reportados pocos casos como patógeno oportunista, sin 
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embargo, se ha logrado identificar que los recién nacidos y los adultos mayores son más 
susceptibles a Tatumella sp. (Mardaneh et al., 2014). 
 
Acinetobacter spp.: Son cocobacilos gram negativos aerobios que sobreviven 
con gran facilidad en superficies, colonizando con gran facilidad la piel humana.  A. 
baumanni es considerado patógeno nosocomial, puede causar neumonía, meningitis 
infecciones urinarias, infecciones en catéteres, abscesos e infectar heridas quirúrgicas. 
Son importantes organismos del suelo que contribuyen a la mineralización del suelo 
(Montero, 2004).  
Virus contaminantes en agua 
Los virus entéricos son causales de brotes de enfermedades transmitidas por el 
agua ya que son vertidos al agua por los seres humanos y los animales y pueden ser 
transmitidos por aguas residuales contaminadas, más de 100 diferentes tipos de virus 
pueden colonizar el intestino humano y causar una amplia variedad de enfermedades 
gastrointestinales; los virus patógenos que son transmitidos más comúnmente son  
Rotavirus, norovirus y virus de la Hepatitis A (o también llamado Enterovirus 72) 
(Amdiouni et al., 2012; Ikner et al., 2012; Calgua et al., 2013); . La contaminación del 
agua por aguas residuales y el escurrimiento de granjas producen serios problemas en 
cuestión de salud pública en muchos países. Se ha reportado que un paciente con una 
infección viral puede excretar desde 1x105 hasta 1x1011  partículas virales por gramo en 
heces (Sinton et al., 1998; La Rosa et al., 2012).   
 
Los virus junto con las bacterias y los protozoos en el intestino o en la orina van 
directo hacia las aguas del drenaje y llegan hacia los efluentes de diferentes formas, a 
través de la descarga directa de aguas residuales tratadas o sin tratar, puntos 
desconocidos de fuentes contaminantes como escurrimientos de áreas urbanas o de 
agricultura,  fosas sépticas y desbordamientos por aguas de lluvia en alcantarillas, son 
problemas que no son reconocidos fácilmente y que son fuente importante de 
contaminación del agua (Rees, 2009; Girones et al., 2010; Amdiouni et al., 2012) .  
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Como disciplina científica el estudio de los virus en agua, se empezó a 
documentar  después de un brote de hepatitis en Nueva Delhi entre diciembre de 1955 y 
enero de 1956, el origen del brote provenía de la contaminación con aguas residuales 
que desembocaban en el río Jumna donde se usaba el agua de consumo, 30,000 casos de 
hepatitis fueron reportados en esa población (Bosch, 1998).   
 
En cuestión de salud pública, la determinación los virus enteropatógenos en agua 
es más crítico, debido a que la dosis mínima infecciosa es muy baja. Hoy en día se sigue 
teniendo problemas en la detección y cuantificación de virus en agua debido a los costos 
elevados, por lo que en muchos brotes de enfermedad causadas por virus no son 
atendidos.  En la mayoría de los casos las enfermedades causadas por virus no llegan a 
conocimiento de las autoridades sanitarias, debido a que no son mortales; sin embargo, 
inciden indirectamente en la economía (Bergeisen et al., 1985; La Rosa et al., 2012).  
Cuando existe contaminación fecal en agua, las enfermedades virales pueden ser 
contraídas a través de agua de consumo, por inhalación o a través de la piel.   
 
Generalmente, de manera errónea la calidad del agua se determina mediante el 
análisis bacteriológico de agua, y características fisicoquímicas, sin embargo se deja 
desapercibido el análisis virológico el cuál es indispensable. En 1991, dentro de un 
campo militar en España se determinó la presencia de virus entéricos en agua potable; a 
pesar de que el agua era tratada con cloro y los análisis bacteriológicos mostraban 
resultados negativos.  Los virus no se pueden replicar fuera de su hospedero, sin 
embargo, pueden durar en el ambiente por más tiempo que las bacterias enteropatógenas 
(Rees, 2009). Se ha reportado que los virus pueden permanecen viables de infectar hasta 
por 130 días en agua de mar, 120 días en agua fresca y por más de 100 días en suelos 
donde hay temperaturas entre los 20ºC y 30ºC (La Rosa et al., 2012).   
 
Norovirus: Por otra parte los Norovirus son considerados los causantes del 50% 
de los brotes alimentarios provocando cuadros de gastroenteritisen humanos alrededor 
del mundo. Norovirus es asociado por la OMS como causal de más de 4,600 millones de 
casos de diarreas agudas con una tasa cercana a los 2.2 millones de muertes al año 
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(Manso y Romalde, 2013; OMS, 2015).  Son virus icosaédricos no envueltos, de una 
sola cadena de 7.5-7.7 kb de RNA (Ácido ribonucleico, por sus siglas en inglés) positiva 
y pertenecen a la familia Caliciviridae; se encuentran clasificados en 29 grupos 
genéticos, con 6 genogrupos (GI-GVI), los genogrupos I y II son los que más afectan al 
humano (Kovač et al., 2009; Manso y Romalde, 2013). Se han observado en ambientes 
acuáticos, tales como aguas residuales, efluentes, ríos, aguas de mar, e incluso aguas 
subterráneas, pudiendo soportar temperaturas desde los 0ºC hasta los 60ºC.  El genoma 
soporta hasta 3 meses en agua, también se ha observado que en agua almacenada es 
posible la recuperación de Norovirus hasta 588 días después. Los reservorios de mayor 
riesgo son los mejillones y las ostras, se han reportado casos de epidemia en cruceros 
debido a Norovirus en los últimos años (Bosch, 1998; Logan et al., 2007). 
 
Rotavirus: Los rotavirus son miembros de la familia Reoviridae, del género 
Rotavirus, son virus no envueltos, icosaédricos, compuesto de 3 capas externas de 
proteínas, con una estructura de RNA bicatenario. Se encuentran clasificados en 7 
serogrupos (A-G),  siendo los más importantes en cuestión de salud pública los A, B y 
C; El serogrupo A es el principal causal de gastroenteritis severa en infantes y niños 
menores de 5 años. Entre los principales genotipos involucrados se encuentran: G1, G2, 
G3, G4 y G9, los que, combinados con los tipos P[8], P[4] y P[6], son responsables de 
>80% de los episodios de gastroenteritis asociados a rotavirus a nivel mundial 
(Greenberg et al., 2009). Los rotavirus de todos los serogrupos comparten la misma 
forma de la cápside, una única estructura genómica que consiste de 11 segmentos de 
RNA bicatenario que puede permanecer en ambientes acuáticos con altas temperaturas y 
se ha visto que la desinfección total del virus en agua puede llegar a tardar hasta 2 horas, 
mucho más tiempo que otros tipos de virus y bacterias (Espinosa et al., 2008; Meleg et 
al., 2008; Vecchia et al., 2012;). La principal vía de infección es fecal-oral, siendo uno 
de los principales patógenos causantes de gastroenteritis en niños menores de 5 años. La 
tasa de mortalidad de rotavirus es de 0.6% de los casos debido a la pérdida considerable 
de líquidos en bebés con las diarreas abundantes (Lewis y Metcalf, 1988; La Rosa et al., 
2012).  Los rotavirus del grupo A son los causales principales de diarreas agudas severas 
en niños menores de 5 años, reportándose desde 400,000 hasta 700,000 muertes por año; 
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mientras que los rotavirus B y C son capaces de infectar individuos de todas las edades  
(Contreras et al., 2010; Arnold et al., 2013; Xue et al., 2013). 
 
Adenovirus: Entre los virus que son transmitidos por el agua se encuentran los 
adenovirus entéricos serotipos 40 y 41, los cuales son causantes de diarreas acuosas 
asociadas con fiebre y pueden durar hasta 2 semanas. Adenovirus también puede causar 
infecciones respiratorias, conjuntivitis y neumonía (Bounty et al., 2012).  Pertenecen a la 
familia Adenoviridae del género Mastadenovirus, son virus de doble cadena de DNA 
(Ácido Desoxirribonucleico, por sus siglas en inglés), no envueltos con cápside 
icosaédrica, posee también espículas en cada uno de sus 12 vértices. Existen por lo 
menos 52 serotipos, entre ellos 17 pueden infectar al humano, siendo los más infecciosos 
los adenovirus 40 y 41. Debido a la resistencia que tiene adenovirus para vivir en 
ambientes hostiles por temporadas largas, se ha generado la necesidad de tratamientos de 
agua; se ha visto que en aguas inoculadas con Adenovirus serotipos 40 y 41, son 
detectables hasta después de 60 días a temperaturas de 15ºC y 4ºC, es altamente estable 
en el ambiente e incluso es difícil el tratamiento con luz ultravioleta, siendo reportado 
como el patógeno más resistente a la desinfección por luz ultravioleta (Albinana-
Gimenez et al., 2009; Rees, 2009). 
 
Virus de la hepatitis “A” (VHA): El VHA es uno de los cinco virus 
hepatótropos primarios, se transmite casi de forma exclusiva por vía fecal-oral, es a 
menudo identificado en brotes epidémicos causados por agua contaminada, esto varía 
según las diferentes áreas geográficas, pero es frecuentemente observado en aguas de 
drenaje en zonas endémicas todo el año (Kovaĉ et al., 2009).  El VHA representa el 87% 
de todas las enfermedades virales que son transmitidas por agua contaminada en EEUU; 
debido al tamaño tan pequeño que posee le permite pasar a través de las plantas de 
tratamiento de aguas residuales. Debido a sus características estructurales el VHA es 
capaz de permanecer en condiciones que se consideran adversas para los virus, como los 
ambientes de una humedad relativa del 42%, puede sobrevivir a 25º C durante un mes, a 
5º C durante tres meses y puede perdurar años cuando se mantiene en congelación a –20º 
C e igualmente resiste ambientes ácidos como con pH 2. También puede sobrevivir 
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durante días o meses y por períodos más largos en agua potable hasta 60 días, más de 30 
semanas en agua salada, más de 6 semanas en agua de río, más de 8 semanas en aguas 
subterráneas y también se ha detectado en suelo y sedimentos marinos, así como en 
heces desecadas o en superficies de poliestireno. El reservorio es exclusivamente el 
humano, solo los individuos infectados pueden excretar desde 1x105 hasta 1x1011 
partículas virales por gramo de heces y a su vez llegar a las aguas residuales, y si los 
hábitos higiénicos del individuo no son adecuados puede infectar las manos o la ropa del 
sujeto, pudiendo infectar alimentos, agua o a otros sujetos; por esta razón la hepatitis 
“A” es sumamente frecuente en países en vías de desarrollo. Una característica 
importante del VHA es que deja inmunidad permanente desde la infancia en los 
individuos infectados en países subdesarrollados (Di Pasquale et al., 2010; Girones et 
al., 2010).   
 
Tiene una gran estabilidad genética por lo que se considera un  único serotipo, es 
miembro de la familia Picornaviridae  del género Hepatovirus, con forma icosaédrica no 
envuelto, posee un genoma de 7.5 kb de RNA lineal de polaridad positiva; existe un solo 
serotipo reportado en el mundo, sin embargo, las cepas se distinguen en 7 diferentes 
genotipos I-VII, y los tres primeros genotipos se subdividen en los subgenotipos A y B  
(Di Pasquale et al., 2010; Manso y Romalde, 2013). 
Determinación de microorganismos en agua 
Los pasos básicos para el análisis microbiológico de agua son el muestreo, la 
concentración, la descontaminación o remoción de inhibidores  y la detección de virus 
específicos.  La concentración de las muestras de agua es un paso crítico, debido a que 
los virus se encuentran presentes en pequeñas cantidades, un método adecuado de 
concentración debería ser técnicamente simple, rápido, tener un índice de recuperación 
alto, ser adecuado para un rango amplio de virus, proveer de un concentrado pequeño y 
ser económico. Las técnicas más utilizadas de concentración de muestras son la ultra-
centrifugación, ultrafiltración o la técnica de adsorción-elución de virus (VIRADEL)  
(Bosch, 1998; Albinana-Gimenez et al., 2009; Zhang et al., 2013). 
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Indicadores microbiológicos de materia fecal en agua: Particularmente en el 
PNCB la contaminación de agua por materia fecal puede provenir de zonas rurales 
afluentes, tanto por aguas residuales, escurrimiento de granjas agrícolas, fosas sépticas o 
desbordamientos por lluvia en alcantarillas, es decir, la contaminación puede provenir 
tanto de humanos como de animales.  En ese caso se considera conveniente distinguir 
entre ambos tipos de contaminación, por lo que la ayuda de las técnicas microbiológicas 
y moleculares es indispensable. Aunque existe flora enterobacteriana que se va encontrar 
en ambos tipos de ambientes, existen estudios donde se ha logrado la asociación directa 
de bacteriófagos, virus que infectan bacterias, como Bacteroides fragilis cepa HSP40 
con contaminación específica de humanos (Hörman et al., 2004).  Mientras que el 
actinomiceto Rhodococcus coprophilus tiene potencial como un indicador de los 
animales de pastoreo.  Por otra parte, otro indicador de materia fecal en agua que ha sido  
reportado son los colifagos, bacteriófagos que infectan específicamente Escherichia coli 
que solo se han encontrado en animales de sangre caliente ( Sinton et al., 1998; 
Hernández y Ríos, 2002).  
 
Técnica del número más probable (NMP): La búsqueda de coliformes como 
indicadores de contaminación fecal se ha llevado a cabo desde hace muchos años.  
Escherichia coli en 1985 se propuso como índice para valorar la calidad del agua de 
bebida, marcando así el uso de coliformes como indicadores de patógenos (Gesche et 
al., 2003).  Uno de los métodos usados para la cuantificación de coliformes fecales y 
totales es la técnica del NMP o de tubos múltiples, este método resulta de un valor de la 
probabilidad en diluciones decrecientes de la cantidad de bacterias en 100 mL de agua. 
La Norma Oficial Mexicana NOM-112-SSA1-1994 (Diario Oficial de la Federación, 
1994b), establece métodos microbiológicos para la determinación de bacterias 
coliformes mediante la técnica del NMP; este mismo procedimiento puede aplicarse a 
agua potable, agua purificada, hielo y alimentos procesados térmicamente.  Este método 
se basa en que los coliformes fermentan la lactosa incubada a 35 ± 1°C durante 24 a 48 
h, resultando una producción de ácidos y gas el cual se manifiesta en las campanas de 
fermentación Durham.  En cuerpos de agua el proyecto PROY-NMX-AA-042-SCFI-
2005, describe que la presencia de contaminación fecal en cuerpos de agua es un factor 
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importante en la calidad del agua y dada la limitada capacidad de algunos 
microorganismos coliformes para sobrevivir en agua, sus números también pueden 
emplearse para determinar el grado de contaminación fecal (Diario Oficial de la 
Federación, 2005).  
 
Métodos de concentración de patógenos en agua 
Ultrafiltración: La ultrafiltración es el tipo de filtración que utiliza membranas 
para separar diferentes tipos de sólidos y líquidos acoplado al sistema de adsorción-
elución. Las membranas están dispuestas en forma de capilares, compuestas de 
materiales plásticos porosos y semipermeables. Por otra parte la ultrafiltración es pasar 
la muestra de agua a través de un filtro que gracias al tamaño de poro permite la 
separación física de agua, bacterias, y demás componentes no deseados para atrapar a los 
virus en una membrana permeable, este tipo de técnica es de gran ayuda para cuando 
hay poco volumen de muestra (< de 1-L).  En ultrafiltración el tipo de membranas de 
celulosa con carga negativa son las más utilizadas, sirven para atrapar virus con carga 
positiva y son muy económicas (Ikner et al., 2012; Zhang et al., 2013).  
 
Ultra-centrifugación: Es uno de los métodos más eficientes para la 
concentración de virus entéricos, pero requiere de equipos muy costosos y personal 
capacitado.  El equipo puede generar hasta 200,000 g. con sistemas de refrigeración y 
vacío adecuados, sin embargo, su costo y la necesidad de personal capacitado hace que 
este equipo sea más inaccesible que otros. Su fundamento consiste en someter una 
muestra homogeneizada a una velocidad de rotación muy alta con diferentes tiempos, de 
forma que a velocidades más lentas, sedimentan los componentes más grandes, y a 
velocidades mayores, los componentes más pequeños.  Es decir, que aunque las masas 
de diferentes partículas sean muy similares, sedimentan en tiempos distintos. Una 
rotación mayor a 100,000 g es suficiente para lograr precipitar virus.  La ultra-
centrifugación se utiliza generalmente como segundo método de concentración debido a 
que solo se pueden procesar volúmenes demasiado pequeños de muestra a través de la 
aplicación de la fuerza de gravedad y tiempo, sin embargo, es también utilizada como 
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método de purificación de virus en conjunto con un gradiente de densidad basado en el 
tamaño de los virus (Albinana-Gimenez et al., 2009; Ikner et al., 2012). 
 
Método de adsorción-elución (VIRADEL): El método de adsorción-elución 
VIRADEL consiste en que los virus se ponen en contacto con una matriz de membrana 
en la que serán adsorbidos en condiciones específicas de pH y fuerza iónica, para luego 
descartar el agua donde se encontraban suspendidos y posteriormente son eluídos de la 
matriz en un pequeño volumen. En este paso, el volumen es todavía demasiado grande 
para ser inoculado directamente en cultivos celulares o para la detección molecular. La 
elección de la matriz adsorbente, líquido eluyente y condiciones del proceso dependerán 
de la naturaleza de la muestra, pero generalmente se utilizarán soluciones de pH elevado, 
que desplazan los virus de la matriz y posteriormente almacenados en congelación para 
su análisis (Ikner et al., 2012).   
 
Métodos moleculares para detección de microorganismos en agua: Los 
métodos moleculares son usados para monitorear virus, bacterias, protozoos y otros 
patógenos; además sirven como apoyo para la identificación de fuentes de 
contaminación en distintos ambientes (Girones et al., 2010). Los métodos más utilizados 
de primera instancia para la detección y cuantificación de virus en agua anteriormente 
era el ensayo en placa y los cultivos microbianos, sin embargo, el inconveniente es que 
la mayoría de las veces no pueden crecer debido a las necesidades específicas de cada 
virus para vivir en las células del hospedero y los métodos requieren de mucho tiempo 
de análisis (Zhang et al., 2013).  
 
El desarrollo de técnicas basadas en el DNA y RNA, tales como la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), la PCR acoplada a la 
transcripción reversa (RT-PCR, por sus siglas en inglés) son herramientas sensibles, 
rápidas y cuantitativas, que se usan para evaluar la calidad de agua y alimentos (Girones 
et al., 2010). La técnica de PCR detecta genomas tanto de virus infecciosos como no 
infecciosos (Amdiouni et al., 2012); hoy en día  las técnicas moleculares son tan 
avanzadas que no solo podemos detectar sino también cuantificar a través de la PCR en 
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tiempo real (q-PCR, por sus siglas en inglés) y la qRT-PCR (Bosch, 1998; Zhang et al., 
2013).   
 
Métodos de Potabilización de agua. 
Se denomina agua potable a toda aquella agua que es bebible, es decir, 
consumida por personas o animales, sin el riesgo de contraer enfermedades.  Por ello la 
necesitad de abastecer agua para uso y consumo humano es imprescindible para el 
mantenimiento de cualquier forma de vida.  El proceso de potabilización es llevado a 
cabo a través de la sedimentación, coagulación, ablandamiento, eliminación de hierro y 
manganeso, eliminación de olor y sabor, filtrado, aeración, control de corrosión, 
evaporación y desinfección principalmente.   
 
Sedimentación: Es el asentamiento por gravedad de las partículas sólidas 
contenidas en el agua.  Puede ser simple sin tratamiento, se puede llevar a cabo por 
decantadores o piletas que duran  aproximadamente entre 40 minutos y una hora, entre 
mayor dure en reposo el agua mayor será el asentamiento conocido como barros; y la 
sedimentación secundaria, se lleva a cabo cuando la sedimentación simple no completó 
su función, en este caso se utilizan métodos de coagulación con sustancias como el 
alumbre (Arboleda, 2000).   
 
Filtración: Se emplea después de la sedimentación, la más usual se realiza con 
un lecho arenoso, compuesto por un manto o sostén, de piedras, granza y arena.  El agua 
pasa por gravedad a través de los filtros, siendo el tiempo de trabajo de 30 horas 
(Arboleda, 2000). 
 
Aireación: La aireación es el paso del agua en caída libre como una cascada, 
para incrementar la proporción de oxígeno disuelto en el agua, reduciendo el dióxido de 
carbono en un 60% (Arboleda, 2000). 
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Luz Ultravioleta (UV): Frente a la potabilización de agua, la luz ultravioleta 
tiene cada vez más usos y se ha preferido en las últimas dos décadas sobre otros 
productos químicos en tratamientos de agua potable, aguas residuales e incluso 
industriales con resultados muy favorables. En Marsella, Francia durante 1910 se 
realizaron los primeros experimentos para utilizar la luz UV como potabilizadora de 
agua.  Sin embargo, el elevado costo que presentaba frente al cloro y los problemas 
operativos de la época, hicieron que esta tecnología se rezagara hasta los años 50’s 
(Gruber et al., 2013). Hoy en día es una de las técnicas más utilizadas en potabilización 
de agua, ya sea en conjunto con otras técnicas o por separado. 
 
Procesos de oxidación avanzada (POA): La POA es usada comúnmente para la 
remoción de contaminantes orgánicos, sabor y olor para la potabilización de agua.  Los 
POA es uno de los métodos más prometedores para la remoción de contaminantes no 
biodegradables contenidos en aguas superficiales o subterráneas, entre los más comunes 
son la fotocatálisis con TiO2, Foto-Fenton, la luz UV/H2O2, O3, y electro-oxidación 
(García-Gámez et al., 2011).  Estos métodos se basan en la generación de radicales 
hidroxilo OH-, con alta capacidad de oxidación no selectiva, lo que amplía el rango de 
contaminantes que pueden ser tratados por esta técnica.  Hoy en día, los POA son una 
buena herramienta para tratar aguas con contaminantes como pesticidas, herbicidas, 
farmacéuticos, tintes, grasas, residuos de la industria papelera y lixiviados (Bounty et al., 
2012; Liga et al., 2013). 
 
Desinfección Solar de Agua Potable (SODIS): La habilidad de la Luz Solar 
como agente desinfectante natural conocida como fotoinactivación, es considerada una 
posibilidad de potabilización de agua en zonas rurales casi sin costo alguno. En Bolivia,  
Mäusezahl y colaboradores (2009) realizaron un estudio piloto en 22 comunidades 
rurales, donde la mitad de las comunidades fueron instruidas en almacenar agua de uso 
en botellas de plástico de  tereftalato de polietileno (PET) recicladas, previamente 
lavadas y estériles, expuestas al sol desde las 10 de la mañana hasta las 6 de la tarde, 
quedando claro que no deberían tomar agua que no fuera tratada de esta forma.  Las 
otras once comunidades permanecieron con sus hábitos comunes de toma de agua, esto 
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con el fin de relacionar el uso de SODIS para disminuir la cantidad de enfermedades 
diarreicas en niños menores de 5 años que se presentaban en la zona.  El estudio no 
arrojó resultados favorables a la técnica SODIS, pero marco la pauta para estudios 
posteriores, sin dejar de fuera la posibilidad de este tipo de alternativas ecológicas para 
la potabilización del agua.   
 
Actualmente con el fin de acelerar la desinfección solar, se ha observado la 
fotoinactivación del peróxido de hidrógeno, aditivos con base de cobre solos o en 
combinación con ascorbato y/o peróxido de hidrógeno, impulsando la formación de 
especies reactivas del oxígeno a través de las reacciones Fenton y Udenfriend. Fisher y 
colaboradores (2012) realizaron un estudio para tratamiento de agua, con una exposición 
al sol de 10 de la mañana a 4 de la tarde en frascos de polipropileno copolimero (PPCO) 
y agregaron 125 mg/L de percarbonato de sodio en combinación de ácido cítrico o cobre 
más ascorbato.  Estas combinaciones tendieron a acelerar la fotoinactivación, obteniendo 
resultados prometedores en cuestión del uso de técnicas de SODIS en zonas rurales. 
 
Métodos Químicos: Entre los métodos químicos utilizados se encuentra  el 
ozono como agente oxidante, se utiliza de manera limitada ya que deja sabor después de 
su desinfección, sin embargo, no tiene efectos residuales.   El yodo es un agente químico 
muy costoso y necesita tiempos de contacto prolongados.  La plata coloidal o iónica 
tiene una acción residual muy conveniente, no deja olor ni sabor, aunque pierde su 
efectividad en presencia de cloruros que en la mayoría de las ocasiones se encuentran en 
exceso en el agua.  Y finalmente el cloro, que es indudablemente el elemento por 
excelencia más importante para la desinfección del agua a bajo costo, dosis de hasta 
0.0001% puede matar microorganismos como virus entéricos entre ellos poliovirus, 
virus de la hepatitis A, coxsackievirus, echovirus, norovirus y adenovirus, además que se 
usa para eliminar olores, decolorar, ayuda a evitar la formación de algas, quita el hierro 
y el manganeso y ayuda a la coagulación de materias orgánicas.  Por otra parte de ClO2 
ha venido llamando la atención en el sentido de desinfectante, siendo capaz de 
desinfectar microorganismos con una alta resistencia al cloro sin formar productos 
halogenados que es una de las desventajas ambientales del cloro (Xue et al., 2013).  
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3 HIPÓTESIS 
 
Es posible determinar la riqueza y abundancia relativa de los microorganismos 
entéricos presentes en PNCB, relacionarlos con la calidad del agua y reducirlos mediante 
un sistema de desinfección microbiológica. 
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4 OBJETIVO GENERAL 
Realizar un estudio microbiológico en agua del PNCB y generar un prototipo de 
desinfección de agua para reducir la carga de agentes enteropatógenos microbianos, que 
produzca agua potable, con el mínimo y/o nulo mantenimiento al más bajo costo para las 
comunidades mayor índice de marginación en el PNCB, en Ocampo, Chihuahua. 
 
5 OBJETIVOS PARTICULARES 
 Realizar un análisis hidro-geográfico de la zona de estudio. 
 Realizar un estudio poblacional de la zona de estudio. 
 Evaluar  la calidad de agua a través de las propiedades fisicoquímicas. 
 Determinar la presencia de bacterias entéricas presentes en muestras de agua 
obtenidas en diferentes épocas del año en 13 puntos de muestreo cercanos a 
asentamientos rurales del PNCB. 
 Determinar la riqueza y abundancia relativa de virus entéricos presentes en 
muestras de agua obtenidas en diferentes épocas del año en 13 puntos de 
muestreo cercanos a asentamientos rurales del PNCB. 
 Diseñar prototipos de desinfección de agua económicos para zonas rurales. 
 Evaluar la efectividad del sistema de desinfección.  
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6 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
  
Toma de muestras de agua del PNCB cercanos a asentamientos rurales que 
podrían afectar la calidad del agua. 
Determinar la riqueza y abundancia de los virus y bacterias entero-patógenas 
presentes. 
Realizar un análisis del perfil de resistencia a antibióticos de bacterias 
entéricas aisladas de muestras de agua. 
Diseñar un prototipo económico para la desinfección de agua en zonas rurales.    
Evaluar la efectividad del prototipo de desinfección. 
Análisis estadísticos y de correlación para la selección de variables. 
Determinar la calidad de agua midiendo sus propiedades fisicoquímicas y 
cuantificar los metales pesados presentes. 
Realizar un estudio hidro-geográfico de la zona de estudio. 
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7 METODOLOGÍA 
Muestreo  
Las muestras de agua se colectaron de acuerdo a la NOM-014-SSA1-1993, en 
diferentes épocas del año y se seleccionaron lugares cercanos de áreas 
rurales/poblacionales dentro del Parque Nacional, debido a que la incidencia de 
microorganismos entero patógenos es mayor (Diario Oficial de la Federación, 1993). 
Las muestras se tomaron a una profundidad de 15 a 30 cm de la superficie del agua con 
las manos lavadas con agua y jabón hasta la altura del codo; en envases estériles de 
polipropileno de 1-L, que se abrieron hasta sumergirse dentro del agua y se cerraron 
antes de sacarse del agua. Los envases se colocaron en hielo para mantener la 
temperatura baja y evitar la reproducción de bacterias y se trasladaron a las instalaciones 
del laboratorio, donde se mantuvieron en refrigeración (4°C ±1°C) hasta su análisis.  
Análisis Físico-Químico 
7.1.1 pH (NMX-AA-008-SCFI-2011) 
Se midió la temperatura de las disoluciones amortiguadoras de pH. Se ajustó el 
control de la temperatura del potenciómetro (pHTestr 2TM with ATC, USA). Las 
disoluciones amortiguadoras de pH 4 y 7 (Merck, Naucalpan de Juárez, México) y las 
muestras deben tener la misma temperatura, cuando sea posible (Diario Oficial de la 
Federación, 2011). 
 
7.1.2 Conductividad eléctrica (NMX-AA-093-SCFI-2000) 
Mediante un puente de Wheatone y una célula de conductividad apropiada se 
determinó la conductividad eléctrica por comparación, a la misma temperatura de la 
muestra y de una solución valorada de Cloruro de potasio (JT Baker, SA de CV, 
Xalostoc, México) (ver apéndice I), refiriendo el resultado a 20ºC. Calibrado. Se 
verificó  periódicamente la constante de la célula de medida (Corning, modelo CD-55, 
USA), siguiendo las instrucciones del fabricante utilizando los reactivos. Procedimiento. 
Se midió la conductividad de la muestra a 20ºC ± 1ºC. Los resultados se expresaron en 
μS/cm a 20 ºC (Diario Oficial de la Federación, 2000). 
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7.1.3 Cloruros (NMX-AA-073-SCFI-2001) 
Se utilizó un volumen de muestra de 100 mL, se ajustó el pH entre 7 y 10 
utilizando las disoluciones de Hidróxido de sodio (Faga Lab, Guamuchil, Sin., México) 
0,1N  y/o Ácido sulfúrico (JT Baker SA de CV, Xalostoc, México) 0,1N (ver apéndice I) 
(Diario Oficial de la Federación, 2001c). Mezclar, dejar sedimentar y filtrar con papel 
filtro cualitativo. La valoración se realizó a 100 mL de muestra acondicionada, se 
adicionó 1-mL de solución indicadora de cromato de potasio (Química Meyer, México 
DF, México) al 5% (ver apéndice I). Posteriormente, se valoró con la solución patrón de 
nitrato de plata (JT Baker, SA de CV, Xalostoc, México) 0.014 N (ver apéndice I) hasta 
el vire de amarillo a naranja rojizo, manteniendo un criterio constante en el punto final. 
Se tituló un blanco con las muestras. El volumen final promedio de la titulación se 
registró y se sustituyó en la siguiente fórmula:  
 
Donde: 
V = Volumen en mL de la solución de nitrato de plata 0.014 N, utilizados en la Valoración de la 
solución problema. 
V' = Volumen en mL, de la solución de nitrato de plata 0.014 N, utilizados en la Valoración en 
blanco. 
V'' = Volumen en mL, de la muestra. 
 
7.1.4 Dureza total (NMX-AA-072-SCFI-2001) 
Debido a que las muestras no presentaban materia orgánica en exceso no se 
requirió tratamiento previo según la norma.  Se colocaron 50 mL de la muestra en un 
matraz Erlenmeyer de 250 mL, se añadió 2 mL de solución amortiguadora (ver apéndice 
I), luego se añadió alrededor de 0.2 g del indicador ericromo negro T (Hycel, Zapopán, 
Jal.,  México) y  la muestra tomó un color vino rojizo.    Se tituló con la solución de 
EDTA (Laboratorios Laitz SA, México D.F., México) 0.01 M (ver apéndice I) agitando 
continuamente hasta que desaparezca el color rojizo, se añadieron las últimas gotas con 
intervalos de 3 a 5 segundos. En el punto final la muestra cambió de rojizo a azul. El 
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volumen final promedio de la titulación se registró y se sustituyó en la siguiente 
fórmula: 
 
Dónde:  
A son los mL de EDTA gastados en la titulación en la muestra. 
B son los mL de EDTA gastados en la titulación en el blanco (si fue utilizado). 
C son los mg de CaCO3 equivalentes a 1-mL de EDTA. 
D son los mL de muestra.  
 
Los resultados se expresan en dureza total como mg/L CaCO3 (Diario Oficial de la 
Federación, 2001b). 
 
7.1.5 Alcalinidad (NMX-AA-036-SCFI-2001 12) 
Se tomaron 100 mL en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, se adicionaron 2 gotas 
de solución indicadora de fenoftaleína (DEQ SA de CV, San Nicolás de los Garza, Mty., 
México) (ver Apéndice I)  y se tituló con la solución valorada de Ácido sulfúrico o ácido 
clorhídrico (JT Baker, SA de CV, Xalostoc, México) (0.02 N) hasta el vire de la 
fenoftaleína de rosa a incoloro. El volumen final promedio de la titulación se registró y 
se sustituyó en la siguiente fórmula: 
 
Donde: 
A es el volumen total gastado de ácido en la titulación al vire del anaranjado de 
metilo en mL. 
N es la normalidad de la solución de ácido. 
100 es el volumen de la muestra en mL. 
50 es el factor para convertir eq/L a mg CaCO3/L. 
1,000 es el factor para convertir mL a L.  
 
Reporte de resultados: reportar la alcalinidad en mg CaCO3/L (Diario Oficial de la 
Federación, 2001a) 
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7.1.6 Acidez (NMX-AA-036-SCFI-2001 12) 
Se tomaron 100 mL de muestra en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, se 
agregaron 2 gotas de solución indicadora de fenoftaleína (ver Apéndice I) y se introdujo 
una barra magnética, se tituló con solución de hidróxido de sodio (Faga Lab, Guamuchil, 
Sin., México) valorada (ver Apéndice I) hasta el vire del indicador, se registró el 
volumen empleado en la titulación (acidez total).  Se transfirieron 100 mL de la muestra 
en un matraz Erlenmeyer de 250 mL y se añadieron 2 gotas de solución indicadora de 
naranja de metilo (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) (ver Apéndice I) (Diario Oficial de la 
Federación, 2001a).  
 
El volumen final promedio de la titulación se registró y se sustituyó en la 
siguiente fórmula: 
 
Donde: 
100 es el volumen de la muestra en mL. 
A es el volumen de NaOH utilizado al vire de la fenolftaleína. 
B es la normalidad de la solución de NaOH. 
C son los mL de H2SO4 utilizados en el tratamiento con peróxido. 
D es la normalidad del H2SO4 utilizado; 50 es el factor para convertir eq/L a mg 
CaCO3/L, y 1000 es el factor para convertir mililitros a litros.  
 
Reporte de resultados de acidez en mg CaCO3/L. 
Conteo de coliformes fecales y totales (PROY-NMX-AA-042-SCFI-2005) 
Para realizar el conteo de coliformes fecales y totales en las muestras de agua, se 
tomaron como base la norma PROY-NMX-AA-042-SCFI-2005 que señala la técnica de 
número más probable (NMP) como una de las opciones, donde las muestras de agua 
deben ser procesadas en un lapso no mayor a 24 h posteriores al muestreo (Diario 
Oficial de la Federación, 2005).  Para lograrlo, se inocularon por triplicado 10 mL de las 
muestras de agua cruda en tubos con 10 mL de caldo lactosado  2X (BD Bioxon, Estado 
de México, México) con campana de Durham (ver apéndice I); así como también por 
triplicado la inoculación de 0.1-mL de muestra de agua cruda en tubos con 10 mL de 
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caldo lactosado 1X con campana de Durham (ver apéndice I) y 1-mL de muestra de agua 
cruda en tubos con 10 mL de caldo lactosado 1X con campana de Durham. Se incubaron 
(Felisa, FE-132, Jalisco, México) todos los tubos (un total de 9) a 37ºC por 24 h para 
luego revisar la formación de gas como resultado positivo; como resultado confirmativo 
los tubos se incubaron hasta 48 h para evitar falsos negativos.  Los tubos que 
presentaron turbidez y formación de gas, se tomaron como resultados positivos y 1mL 
de cada tubo positivo se inoculó por separado en tubos de 10 mL de caldo verde brillante 
(BD Bioxon, Estado de México, México) y 10 mL cuenta estándar (EC, por su siglas en 
inglés) (DIBCO, México D.F., México) (ver apéndice I), para luego leerse de igual 
forma después de incubarse a 37ºC para determinar coliformes totales y 44ºC para 
coliformes fecales, respectivamente. De nuevo se revisó la turbidez y formación de 
burbujas de gas como resultado positivo. La norma exige que los tubos permanezcan 
hasta 48 horas para descartar falsos negativos.  
 
Para calcular la concentración aproximada de coliformes fecales y totales se 
utiliza la siguiente fórmula: 
 
O también ver directamente la combinación de tubos positivos que aparecen en la 
tabla 28 del apéndice III que indica la norma PROY NMX-AA-042-SCFI-2005 cuando 
se hacen triplicados (Diario Oficial de la Federación, 2005). 
Análisis estadístico para conteo de coliformes fecales y totales, por punto de 
muestreo y época del año.  
Para el análisis de la técnica del NMP, los datos fueron normalizados a través de 
la transformación de los datos a logaritmo base 10.  Un modelo general lineal de 
ANOVA fue utilizado para determinar diferencias significativas. La comparación entre 
grupos se hizo con el método de Tukey.  Se utilizó la versión 17 del minitab para el 
análisis estadístico, donde se calcularon las medias geométricas de las temporadas 
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haciendo un conjunto de todos los puntos y para el análisis de puntos de muestreo se 
hizo un conjunto de todas las temporadas. 
Aislamiento de bacterias enteropatógenas. 
Una vez analizados los datos del NMP, las muestras que se encuentren por fuera 
de la NOM-001-ECOL-1996 la cual establece un límite permisible de 1,000 NMP/100 
mL coliformes fecales en aguas nacionales que se sabe que reciben una descarga de 
aguas residuales (Diario Oficial de la Federación, 1997). Estas muestras que se 
encontraron fuera de la norma, fueron procesadas como se muestra el esquema de la 
Figura 1 (modificado de Al Bayatti et al., 2012). 
 
Figura 1. Esquema del procesamiento de muestras de agua para aislamiento de enteropatógenos. 
 
Todas las cepas aisladas se conservaron en congelación de -20ºC en caldo de 
soya tripticaseína (BD Bioxon, Estado de México, México) con glicerol (JT Baker, SA 
de CV, Xalostoc, México) al 20% (ver apéndice II). Posteriormente se realizó el 
aislamiento de colonias con características distintas. Los aislamientos se analizaron 
micro y macroscópicamente, y se identificaron bioquímicamente con el equipo 
MicroScan (DADE Behring, AutoScan-4, West, Sacramento, USA). 
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Identificación bioquímica de bacterias enteropatógenas. 
Para la caracterización bioquímica se usó el combo panel NEG tipo 44 
(SIEMENS, USA) con las instrucciones del fabricante en el equipo AutoScan-4 (DADE 
Behring, AutoScan-4, West, Sacramento, USA), el cual cuenta con 96 pocillos con 27 
pruebas diferentes, incluyendo las bioquímicas que permiten la caracterización de 
bacterias Gram negativas; además de incluir un perfil amplio de resistencia a 
antibióticos.  Este equipo realiza un análisis de probabilidad, calculando la probabilidad 
normalizada de una lista de microorganismos basándose en la probabilidad de una 
reacción positiva para cada prueba, se evalúan 5 o menos microorganismos con la 
probabilidad más alta, dentro de un valor de corte predeterminado para obtener la 
probabilidad porcentual.  Esta determinación se basa en la suma de las probabilidades y 
la división posterior de la probabilidad de cada microorganismo por la suma total. 
 
Técnica de asborción-elución de virus (VIRADEL) 
Para la filtración de virus se usó la técnica VIRADEL propuesta por Soto (2011) 
como el sistema de filtración de muestras de agua, usando para la captura de virus la 
membrana comercial Virocap VCM de 47 mm (VCM-47mm, Scientific methods, 
Indiana, USA) que es una membrana con carga positiva para capturar virus por carga, 
para luego realizar la extracción de DNA y RNA viral del mismo (Goyal y Gerba, 1983). 
Este sistema consiste en utilizar un compresor adaptado a un tanque Cornelious® 
(CORCO, VSDA-VS-01, Canadá) el cual dirige el flujo de la muestra a través de -el o -
los portafiltros correspondientes, descargando el filtrado en un contenedor Labconco® 
(Labconco, USA). Para utilizar el equipo de filtración, el equipo se limpió previamente 
con 1-L de cloro al 10% (Alen, Santa Catarina, N.L., México), esta mezcla se filtró y 
posteriormente se lavó el equipo con 5 litros de agua para evitar que el cloro inactivara 
las muestras problema, esto se realizó antes de cada corrida de muestra.  Y al final del 
día el equipo se limpiaba con 1-L de hidróxido de sodio 0.5 M (Faga Lab, Guamuchil, 
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Sin., México) (ver apéndice I), posteriormente se lavó el equipo con 5 L de agua 
destilada para eliminar los residuos de NaOH.  
 
Para la elusión de virus del Virocap VCM-47 se colocó la membrana en cajas 
Petri de vidrio esterilizadas previamente en autoclave (All American, modelo UL 25X1, 
Wisconsin, USA)  por 15 min a 120ºC, y se agregó 20 mL de extracto de carne (1%-
glicina (JT Baker, Phillipsburg, NJ, USA), 0.5M-tween 80 a pH 9 (JT Baker, 
Phillipsburg, NJ, USA), (ver apéndice II) y se colocó en agitación constante (VWR 
Scientific Products, DS-500, Atlanta, USA) a 65 rpm por 30 min.  El caldo del extracto 
se pasó a un vaso de precipitado y se agregaron 0.3 g de peptona de carne (BBL, New 
Jersey, USA) y se ajustó el pH a 3.5.  Una vez ajustado el pH el caldo del extracto se 
pasó a un tubo falcon nuevo y se centrifugó por 30 min a 5,000 rpm a 4ºC. Después de 
centrifugar (Eppendorf, 5804R, Hamburg, Alemania)  se retiró el sobrenadante 
cuidadosamente con pipeta estéril y finalmente se resuspendió en PBS a pH de 7.4 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).  El concentrado se conservó en congelación de -20ºC 
hasta su posterior análisis (Soto, 2011).  
 
Muestras control para captura de virus 
La preparación de las muestras positivas a RV (1033 y 659) y NV (1004 y 1034) 
de la coproteca UACH-FCQ.  En un frasco PET de 1L se esterilizó 1-L de agua bajo la 
luz UV por una hora y luego se infectó con 1-mL de la muestra RV y/o NV. 
 
Preparación de controles internos virales 
Los productos de RT-PCR de las muestras positivas para RV y NV fueron 
clonados en el plásmido pGEM (Figura 2) utilizando el kit DNA Clean & 
Concentrator™-5 (Zymoresearch, California, USA).  
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Figura 2. Esquema general del plásmido pGEM 
 
7.1.7 Preparación del inserto a clonar 
Para cada gen se calculó la cantidad en nanogramos (ŋg) de cada gen a clonar de 
acuerdo a la siguiente fórmula en relación (3:1): 
 
7.1.8 Reacción de ligación. 
La ligación se llevó a cabo con el Kit de Clonación pGEM-T Vector System 
(Promega, Wisconsin, USA). Una vez realizados los cálculos de cada gen, en la tabla 1 
se muestra la mezcla de reacción para la ligación de los fragmentos a clonar. La mezcla 
de reacción se dejó incubar por 12 h a 4ºC. 
 
Tabla 1.  Reacción de ligación para clonar en pGEM 
Reactivos [Concentración final] Volumen  
Buffer de ligación T4 
DNA ligasa 
2X 5 L 
pGEM-T 50 ŋg 1 L 
Producto de PCR Calculado ŋg/L Calculado ŋg/L 
T4 DNA ligasa 3U/µL 1 L 
Agua libre de nucleasas - Calculado L 
 Volumen final = 10 L 
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7.1.9 Transformación de células competentes JV109. 
En un tubo nuevo de 1.5 mL (Sorenson, Utah, USA) se colocaron 50 µL de 
células competentes previamente descongeladas en hielo y 5 µL de la reacción de 
ligación preparada, se agitó suavemente y se incubó en hielo durante 30 min. Luego se 
incubó a baño maría (VWR, modelo 1130, Atlanta, USA) a 42ºC por 90 s y se regresó al 
tubo a incubar en hielo por 2 min.  Se adicionaron 500 µL de medio de cultivo SOC 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) y se mezcló suavemente.  El contenido se transfirió a 
un tubo de ensaye estéril de 13x100 y se incubó 90 min a 37ºC con agitación (VWR 
Scientific Products, DS-500, Atlanta, USA). El caldo de cultivo se transfirió con 
micropipeta (Eppendorf, Hamburg, Alemania) a un tubo de 1.5 mL y se centrifugó 
(Eppendorf, modelo 5804R, Hamburg, Alemania) 1-min a 10,000 rpm.  Se retiró el 
sobrenadante y se resuspendió la pastilla en 100 µL de medio de cultivo SOC.  
Posteriormente, se inocularon con una asa en “L” de vidrio en cajas de agar LB (USB, 
Cleveland, Ohio, USA) adicionado con ampicilina (AMSA, Edo. de México, México) 
(100 µg/mL), IPTG (Invitrogen, California, USA) (0.1 M) y X-gal (Invitrogen, 
California, USA) (50 mg/mL). Las cajas se incubaron a 37ºC por 12 h. Transcurrido el 
tiempo de incubación se resembraron las colonias aisladas color azul y blanco en caldo 
LB con ampicilina (100 µg/mL) (ver apéndice II) en agitación para extraer el DNA 
plasmídico y corroborar la presencia del constructo viral en gel de agarosa (Bioline, 
Massachusetts, USA) al 1%.  
Extracción de RNA por el método de TRIZOL. 
Del concentrado obtenido por el método de elución de virus, se tomaron 300 µL 
y se agregaron 700 µL de trizol (Invitrogen, California, USA), 12.5 µL de buffer de lisis 
(ver apéndice I) y se mezclaron en vórtex (KitLab, VM-300, México) por 30 s. Se dejó 
reposar 5 min en hielo y se agregó 200 µL de cloroformo (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA) se mezcló bien por vórtex y se regresó al hielo por 5 min.  Se centrifugó 15 min a 
12,000 rpm a 4ºC y se separó la fase acuosa en un tubo limpio, se agregaron 600 µL de 
isopropanol (JT-Baker, SA de CV, México) y se incubó 2 h en ultracongelador a -70ºC 
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(Thermoforma, modelo 5461, USA) o en congelador (Fisher Scientific, modelo Isotemp, 
USA) toda la noche a -20ºC. Se centrifugó (Eppendorf, modelo 5804R, Hamburg, 
Alemania) 15 min a 12,000 rpm a 4ºC y se decantó el sobrenadante.  Se agregó 1-mL de 
etanol absoluto (JT-Baker, SA de CV, México)  para lavar la pastilla y se centrifugó 10 
min a 12,000 rpm a 4ºC para luego decantar y dejar secar la pastilla.  Finalmente se 
resuspendió en 20 µL de PBS a pH de 7.4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) y se guardó 
a -20ºC para su posterior análisis (Herring et al., 1982; Simms et al., 1993). 
Determinación de RV por RT-PCR punto final 
Para la determinación de RV por RT-PCR punto final se utilizaron los siguientes 
juegos de primers que se muestran en la tabla 2; en la columna uno se muestra el gen 
que se amplifica con dichos primers, en la columna dos el nombre del primer u oligo, en 
la columna tres la orientación del primer y en la columna cuatro el tamaño del producto 
esperado en pares de bases. Se utilizó la pareja de primers Con3-Con2 o Con3-IT-1 
según el gen que se amplificó (Gouvea et al., 1990; Gentsch et al., 1999). 
 
Tabla 2. Juegos de primers para detección de RV.1  
Gen Oligo Secuencia 5’-3’ Orientación Producto 
VP4 Con3 
(Oligo T4, Irapuato, 
México) 
TGGCTTCGCCATTTTATAGACA Forward 
(Fw) 
876 pb 
VP4 Con2 
(Oligo T4, Irapuato, 
México) 
ATTTCGGACCATTTATAACC Reverse (Rw) 
VP4 [8] IT-1 
(Oligo T4, Irapuato, 
México) 
TCTACTTGGATAACGTGC Reverse (Rw) 345 pb 
1Tomado de Gouvea et al, 1990; Gentsch et al, 1999 
 
7.1.10 Condiciones de RT para detección de RV 
En la tabla 3 se muestran las condiciones de amplificación de RT para RV.  Se 
utilizó el primer reverso Con2 (Oligo T4, Irapuato, México) según el gen a amplificar 
(modificado de Gouvea et al., 1990; Gentsch et al., 1999). El cDNA obtenido de la RT 
se utilizó para la reacción de PCR. 
 
Tabla 3. Condiciones para la reacción de RT detección de RV.  
 Reactivo [Inicial] [Final] Volumen 
1ra. Fase Muestra (RNA) 50 ng 23.8 ng 2 µL 
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Con 2 
(Oligo T4, Irapuato, México) 
1 µm 0.23 µm 1 µL 
H2O inyectable 
(PISA, México) 
- - 1.2 µL 
Volumen Final = 4.2 µL 
El programa para la primera fase es 1 ciclo  a 94ºC por 5 minutos. 
2da. Fase 
Buffer RT 
(Promega, Wisconsin, USA) 
5X 1 X 2 µL 
MgCl2  
(Promega, Wisconsin, USA) 
 50 mM 2.5 mM 0.5 µL 
dNTP’s  
(Promega, Wisconsin, USA) 
2.5 mM 0.8 mM 3.2 µL 
RT (1ra. Fase) 200 U/µL 20 U 0.1 µL 
Volumen Final = 4.2 µL 
El programa para la segunda fase es 1 ciclo a 42º por 30 minutos. 
 
7.1.11 Condiciones de PCR para la detección de RV 
Las condiciones óptimas para la amplificación de RV por punto final se muestran en la 
tabla 4 (modificado de Gouvea et al., 1990; Gentsch et al., 1999). 
 
Tabla 4. Condiciones para la reacción de PCR detección de RV.  
Reactivo [Inicial] [Final] Volumen 
Agua inyectable 
(PISA, México) - - 16.3 µL 
Buffer PCR  
(Promega, Wisconsin, USA) 10X 1X 2.5 µL 
MgCl2 
(Promega, Wisconsin, USA) 
50 mM 2 mM 1 µL 
Con 3  
(Oligo T4, Irapuato, México) 25 µM 1 µM 1 µL 
Con 2  
(Oligo T4, Irapuato, México) 25 µM 1 µM 1 µL 
dNTP’s  
(Promega, Wisconsin, USA) 2.5 mM 0.4 mM 2 µL 
Taq polimerasa 
(Promega, Wisconsin, USA) 5 U/µL 0.04 U 0.2 µL 
cDNA - - 1 µL 
Volumen Final = 25 µL 
 
El programa para el termociclador (Hybaid, PCR express, UK) para la reacción 
de  PCR punto final de RV se muestra en la Figura 3.  Al finalizar el programa el 
termociclador se programó a 4ºC por tiempo indefinido hasta el retiro de muestras.  Las 
muestras se conservaron a -20ºC. 
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Figura 3. Esquema del programa de amplificación para la PCR punto final RV 
 
Determinación de NV por RT-PCR punto final 
Para la determinación de NV por RT-PCR punto final se utilizaron los siguientes 
juegos de primers que se muestran en la tabla 5; en la columna uno se muestra el gen 
que se amplifica con dichos primers, en la columna dos el nombre del primer u 
oligonucleótido, en la columna tres la orientación del primer y en la columna cuatro el 
tamaño del producto esperado en pares de bases. Se utilizó la pareja de primers JV12 y 
JV13 (Oligo T4, Irapuato, México) para la amplificación del gen RdRp de Norovirus 
(Thorven et al., 2005). 
 
Tabla 5. Juegos de primers para detección de NV.1  
Gen Oligo Secuencia 5’-3’ Orientación Producto 
RdRp 
JV12 
(Oligo T4, Irapuato, México) ATACCACTATGATGCAGATTA Fw 326 pb JV13  
(Oligo T4, Irapuato, México) TCATCATCACCATAGAAAGAG Rw 
1Thorven et al., 2005 
 
 
7.1.12 Condiciones de RT para detección de NV 
En la tabla 6 se muestran las condiciones de amplificación de RT para NV.  Se 
utilizó un solo primer reverso JV13 (Oligo T4, Irapuato, México) según el gen a 
amplificar (modificado de Thorven et al., 2005). El cDNA obtenido de la RT se utilizó 
para la PCR.  
 
Tabla 6. Condiciones para la reacción de RT detección de RV.  
Reactivo [Inicial] [Final] Volumen 
Muestra (RNA) 50 ng 12.5 ng 5 µL 
37 
 
JV13  
(Oligo T4, Irapuato, México) 12 µm 2.5 µm 4 µL 
H2O inyectable 
(PISA, México) - - 6.8 µL 
Buffer RT  
 (Promega, Wisconsin, USA) 5X 0.5 X 2 µL 
MgCl2 
(Promega, Wisconsin, USA) 
50 mM 3 mM 1.2 µL 
dNTP’s 
(Promega, Wisconsin, USA) 25 mM 1 mM 0.8 µL 
RT (1ra. Fase) 200 U/µL 2 U 0.2 µL 
Volumen Final = 20 µL 
El programa para la segunda fase es 1 ciclo a 42º por 60 minutos. 
 
7.1.13 Condiciones para la PCR para detección de NV 
En la tabla 7 se muestran las condiciones óptimas para la amplificación de Nv 
por punto final (modificado de Thorven et al., 2005).  
 
Tabla 7. Condiciones para la reacción de PCR detección de NV.  
Reactivo [Inicial] [Final] Volumen 
Agua inyectable 
(PISA, México) 
- - 8.2 µL 
Buffer PCR 
(Promega, Wisconsin, USA) 
5X 1X 4 µL 
MgCl2 
(Promega, Wisconsin, USA) 
25 mM 1.5 mM 1.2 µL 
JV12 
(Oligo T4, Irapuato, México) 
12 µM 0.75 µM 1.24 µL 
dNTP’s 
(Promega, Wisconsin, USA) 
25 mM 0.2 mM 0.16 µL 
Taq polimerasa 
(Promega, Wisconsin, USA) 
5 U/µL 0.04 U 0.2 µL 
cDNA - - 5 µL 
Volumen Final = 20 µL 
 
El programa para el termociclador (Hybaid, PCR express, UK) para PCR punto 
final de NV se muestra en la Figura 4.  Al finalizar el programa el termociclador se 
programó a 4ºC por tiempo indefinido hasta el retiro de muestras.  Las muestras se 
conservaron a -20ºC. 
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Figura 4. Esquema del programa de amplificación PCR punto final NV 
 
 
Electroforesis en gel de agarosa al 1% 
Se hizo un gel de agarosa al 1% (Bioline, Massachusets, USA) disuelta en buffer 
TAE (ver apéndice I). Se clarificó el gel por calentamiento y se tiñó con bromuro de 
etidio (1mg/µL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); se dejó polimerizar en el porta geles 
durante una hora.  El porta gel con el gel de agarosa se colocó en la cámara de 
electroforesis (Owl Separation Systems, Model B1, New Hampshire, USA), donde se 
cargaron 2 µL del MPM (Promega, Wisconsin, USA) en el primer carril y 2µL de buffer 
de carga naranja (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) (ver apéndice I) más 3 µL de muestra 
en el resto de los carriles.  La cámara de electroforesis se conectó a la fuente de poder 
(PowerBac 300, BIORAD, California, USA) y se corrió durante una hora a 60 volts. 
 
Preparación de la Curva de calibración para qPCR de NV y RV 
Extracción de DNA plasmídico por MIDIPREP: Se inocularon 3 µL por 
separado de los constructos virales RV1017-pGEM y NV1004-pGEM en tubos de 
13x100 mm con 10 mL de caldo LB(USB, Ohio, USA)/Ampicilina(AMSA, Edo. de 
México, México) (100μg/mL) y se incubó (MRC, modelo RKC CB700, USA) en 
agitación constante (VWR Scientific Products, DS-500, Atlanta, USA) de 200 rpm a 
37ºC por 12 a 16 h.  Posteriormente el caldo se pasó a tubo cónico estéril de 15 mL y se 
centrifugó (Eppendorf, modelo 5804R, Hamburg, Alemania) a 12,000 rpm por 5 min.  
Se retiró el sobrenadante con micropipeta (Eppendorf, Hamburg, Alemania) 
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cuidadosamente para no perder la pastilla; luego la pastilla se resuspendió en vórtex 
(KitLab, VM-300, Edo. de México, México)   en 100 µL de STE (ver apéndice I) y se 
transfirió el contenido a un tubo de 1.5 mL.  Se agregaron 200 µL de solución fresca de 
lisis (ver apéndice I) y se mezcló por inversión, luego se agregaron 100 µL de acetato de 
potasio (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 3M a pH de 6 y se agitó vigorosamente.  Se 
centrifugó durante 10 min a 12,000 rpm a temperatura ambiente.  El sobrenadante se 
transfirió a un tubo limpio y se le agregó un volumen igual de fenol (JT Baker, SA de 
CV México): cloroformo (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA): alcohol isoamílico (JT 
Baker, SA de CV, Xalostoc, México) (24:24:1) y se agitó por 5 min suavemente hasta 
presentar un aspecto lechoso. El tubo se centrifugó a 12,000 rpm a temperatura ambiente 
por 5 min, la fase acuosa se transfirió a un tubo limpio y se agregaron 25 µL de acetato 
de sodio (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 3M y 800 µL de etanol absoluto (JT Baker, 
SA de CV, Xalostoc, México), se dejó incubar por 3 h a -70ºC o toda la noche a -20ºC.  
Se centrifugó de nuevo por 15 min a 12,000 rpm, se decantó el sobrenadante y se realizó 
un lavado con 1-mL de etanol (JT Baker, SA de CV, Xalostoc, México) al 70% 
rotándolo por las paredes del tubo, se centrifugó nuevamente y se descartó el 
sobrenadante.  Finalmente una vez seca la pastilla se resuspendió en buffer TE (ver 
apéndice I) y se almacenó -20ºC. Para verificar la presencia del plásmido se realizó una 
electroforesis en gel de agarosa (Bioline, Massachusetts, USA) al 1% (Nicoletti et al., 
1993).   
 
Linealización de DNA plasmídico por enzimas de digestión: Una vez obtenido 
el DNA plasmídico se sometió a digestión con la enzima NcoI (Promega, Wisconsin, 
USA) a 37°C de 3 a 4 h. Posteriormente para desactivar la enzima se sometió la mezcla 
de reacción (Tabla 8) a 65°C por 15 min. Para corroborar la presencia del plásmido se 
visualizó en un gel de agarosa (Bioline, Massachusets, USA) al 1%. 
 
Tabla 8. Reacción de digestión por enzima NcoI.  
Reactivo Volumen 
Agua 16 µL 
Buffer 10X 2 µL 
DNA 1 µL 
Enzima NcoI 1µL 
Volumen final= 20 µL 
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Curvas estándar de DNA plasmídico: Para establecer el número de copias 
virales se realizaron curvas estándar con 5 a 10 diluciones seriadas en base 10 del 
plásmido con el gen viral y agua estéril a un volumen final de 30 µL. La cuantificación 
se realizó en base en la siguiente fórmula de Número de copias de DNA plasmídico 
(Ward et al., 2013; Yin et al., 2001). 
 
 
Donde:  
6.58x102 g/mol: Peso de un par de bases 
6.022×1023 mol: Número de Avogadro 
 
 Preparación de curvas para RV: Para la detección de RV en muestras de agua 
se utilizó el pDNA del constructo viral interno RV1017-pGEM.  Se partió de un estándar 
de 1,090 ŋg/µL y se hicieron diluciones seriadas en base 10 en un rango de 1x108 a 
1x102 copias por reacción por duplicado. La curva de calibración se colocó en el equipo 
de mayor a menor.  Con la pendiente obtenida con los datos de la curva de calibración se 
pudo calcular el valor en número de copias por reacción de las muestras despejando “X” 
como la incógnita y “Y” correspondía a la Ct de dicha muestra. 
 
Preparación de curvas para NV: Para la detección de NV en muestras de agua 
se utilizó el pDNA del constructo viral interno NV1004-pGEM, se extrajo el pDNA y se 
linealizó el plásmido, para posteriormente realizar la qPCR con los primers JV12 y 
JV13. El amplicon que se trabajó fue de aproximadamente 326 pb. Se prepararon 7 
diluciones seriadas a partir de una muestra estándar de 400 ŋg/µL, las diluciones 
variaron en un rango de 1.1x108 a 1.1x102 copias/reacción por duplicado. La curva de 
calibración se colocó en el equipo de mayor a menor. Con la pendiente obtenida con los 
datos de la curva de calibración se pudo calcular el valor en número de copias por 
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reacción de las muestras despejando “X” como la incógnita y “Y” que correspondía a la 
Ct de dicha muestra. 
 
Determinación de RV por RT-qPCR SYBR ® Green 
Para la determinación de RV se tomó el cDNA que se obtuvo en el apartado 
7.11.1, utilizando los juegos de primers Con3-Con2 o Con3-IT-1 (Oligo T4, Irapuato, 
México) según el gen que se amplificó (Gouvea et al., 1990; Gentsch et al., 1999). Para 
optimizar la eficiencia en los experimentos en qPCR de rotavirus, se decidió trabajar con 
un amplicón más pequeño de 345 pb utilizando el juego de primers CON3/IT-I 
(Kottaridi et al., 2012). En la técnica de qPCR se utilizó el kit Master Mix Brilliant III 
Ultra Fast SYBR® Green qPCR (Agilent, California, USA) y se utilizó DNA plasmídico 
como molde. En la Figura 5 se observa el esquema del gen VP4 y la posición de los 
juegos de primers utilizados para la determinación de RV por RT-qPCR en el vector 
pGEM. 
Figura 5. Esquema del fragmento del gen VP4 de RV 
 
7.1.14 Condiciones de qPCR SYBR ® Green. Detección de RV 
En la tabla 9 se muestran las condiciones de amplificación de qPCR SYBR ® 
Green con el kit Master Mix Brilliant III Ultra Fast SYBR ® Green qPCR (Agilent, 
California, USA) para la detección de RV.  Se realizó una corrida inicial con el juego de 
primers (Con2-Con3 de Oligo T4, México) con un amplicón esperado de 876 pb y las 
siguientes corridas se utilizaron el juego Con3-IT1 (Oligo T4, Irapuato, México) con un 
producto esperado de 347 pb(modificado de Gouvea et al., 1990; Gentsch et al., 1999).  
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Tabla 9. Condiciones de la reacción para qPCR SYBR ® Green para la detección de RV 
Reactivos 
(Agilent, 
California, USA) 
[Inicial] [Final 0.5µM] Volumen  
Buffer qPCR 2X 1X 10µL 
DYE ROX 30 nm - - 0.3 µL 
IT-I/Con 2 (Fw)  4 µM 0.5 µM 2.5 µL 
CON3 (Rw) 4 µM 0.5 µM 2.5 µL 
DNA Plasmídico - - 1µL 
Agua - - 3.7 
Volumen Final= 20 µL 
 
El programa para el termociclador (Agilent Technologies Strategene 3005p, 
USA) para qPCR punto final de RV se muestra en la Figura 6.  Al finalizar el programa, 
el termociclador se programó a 4ºC por tiempo indefinido hasta el retiro de muestras.  
Las muestras se conservaron a -20ºC. 
 
Figura 6. Esquema del programa de amplificación qPCR  para RV 
 
En la Figura 7 se muestra el programa de la curva de disociación que se utiliza 
para verificar que las dobles cadenas que se forman efectivamente sean los productos 
esperados. El siguiente programa se realizó en un solo ciclo y se programó en el equipo 
junto con el programa de amplificación. 
 
 
Figura 7. Esquema del programa para la curva de disociación qPCR de RV 
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Las muestras positivas se confirmaron por secuenciación. Los productos de PCR 
de Rotavirus fueron purificados y secuenciados por electroforesis capilar en la compañía 
MACROGEN® (Seúl, Corea del Sur). 
Determinación de NV por RT-qPCR SYBR ® Green 
Para la determinación de NV se tomó el cDNA que se obtuvo como se describe 
en el apartado 7.12.1, utilizando los juegos de primers JV12-JV13 (Scipioni et al., 
2008). Para la optimización de la técnica de qPCR se utilizó el kit Master Mix Brilliant 
III Ultra Fast SYBR ® Green qPCR (Agilent, California, USA) y se utilizó DNA 
plasmídico como molde. 
 
7.1.15 Condiciones de qPCR SYBR ® Green. Detección de NV 
En la tabla 10 se muestran las condiciones de amplificación de qPCR SYBR ® 
Green para la detección de NV (Thorven et al., 2005). 
 
Tabla 10. Condiciones para la reacción de qPCR SYBR ® Green. Detección de NV 
Reactivo [Inicial] [Final 0.2µM] Volumen  
Buffer qPCR 2X 1X 10µL 
DYE ROX 30 nm - - 0.3 µL 
JV12 (Fw)  4 µM 0.2 µM 1 µL 
JV13 (Rw) 4 µM 0.2 µM 1 µL 
DNA plasmídico - - 1 µL 
Agua - - 6.7 
Volumen Final= 20 µL 
 
El programa para el termociclador (Agilent Technologies Strategene 3005p, 
USA) para qPCR punto final de NV se muestra en la Figura 8.  Al finalizar el programa 
el termociclador se programó a 4ºC por tiempo indefinido hasta el retiro de muestras.  
Las muestras se conservaron a -20ºC. 
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Figura 8. Esquema del programa de amplificación qPCR  para detección de NV 
 
En la Figura 9 se muestra el programa de la curva de disociación que se utiliza 
para verificar que las dobles cadenas que se forman efectivamente sean los productos 
esperados. El siguiente programa se realizó en un solo ciclo y se programó en el equipo 
junto con el programa de amplificación. 
 
 
 
Figura 9. Esquema del programa para la curva de disociación detección de NV. 
 
Las muestras positivas se confirmaron por secuenciación. Los productos de PCR 
de Norovirus fueron purificados y secuenciados por electroforesis capilar en la compañía 
MACROGEN ® (Seúl, Corea del Sur). 
 
Análisis filogenético de muestras positivas 
Las muestras positivas que se enviaron a secuenciar, se analizaron de la siguiente 
manera: las secuencias en formato “fasta” se compararon con sus electroferogramas 
correspondientes y se corrigieron los errores en las bases, además de que se borraron los 
extremos que presentaban rasgos de daño dentro de la secuencia.  Se seleccionaron las 
secuencias más representativas para los segmentos de interés en el GenBank de la base 
se datos del NCBI.  Las secuencias del Genbank se juntaron en un solo archivo con las 
secuencias de virus y se editaron en Bioedit versión 7.2.5, luego fueron alineadas y de 
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nuevo editadas en el programa Clustal versión X2 y Seaview versión 4 para luego ser 
guardadas en  formato fasta.  Finalmente en el programa MEGA versión 7.0, se realizó 
un árbol filogenético con Neighbor joining y Kimura method como modelo de análisis y 
utilizando el valor de G calculado por el software (Donato et al., 2016). 
Diseño del prototipo del generador de Cloro 
Aparato de Electrólisis: La electrolisis es utilizada para separar iones mediante 
electricidad, en este caso se utilizó sal de mesa como insumo principal, para la 
generación de cloro que será utilizado para la purificación de agua.  La reacción de 
generación electrolítica de cloro es la siguiente:  
En solución acuosa el NaCl se separa en ion Na+ más  Cl- :  
NaCl (en solución acuosa)  Na+ + Cl- 
Dentro del aparato en el ánodo, por cada dos iones de Cl- se forma un ión cloruro 
que se convierte en cloro en forma de gas más electrones: 
2 Cl-  Cl2 + 2 e-  
Ión cloruro  Cloro gas + electrones 
Por otra parte en el cátodo, 2 moléculas de agua más dos electrones, forman 
hidrógeno más un ion hidroxilo: 
2 H2O + 2 e
-  H2 + 2 OH- 
Agua  Hidrógeno + ión hidroxilo 
El cloro formado en el ánodo se disuelve en el agua para la posterior formación 
de ácido hipocloroso y ácido clorhídrico: 
Cl2 + H2O  HCl + HOCl  
Cloro + Agua  Ácido clorhídrico + Ácido hipocloroso 
La base de este prototipo se  contempló debido a la facilidad de encontrar sal de 
mesa en casa. Los materiales a utilizar es un cátodo de acero inoxidable 316, y un ánodo 
de grafeno, material de PVC, cable rojo y negro de 10 cm, imanes, sal y un panel solar 
de 12V 1.87 watts, para la generación de electricidad.   
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Determinación de Cloro disponible 
Para evaluar la cantidad de cloro disponible que se genera mediante el prototipo 
del generador de cloro se utilizó la metodología basados en la norma mexicana NMX-
AA-124-SCFI-2006 (Diario Oficial de la Federación, 2006). Primero se estandarizó la 
solución de tiosulfato de sodio (ver apéndice I) y se calculó la normalidad de la misma; 
se preparó por separado la solución de almidón (ver apéndice I).  Procedimiento: En un 
matraz yodométrico de 500 mL con tapa se depositó una alícuota de 1-mL con la 
solución muestra de hipoclorito de sodio y se tapó inmediatamente. Se pesó 
aproximadamente 2 g de yoduro de potasio (JT-Baker, S.A. de C.V, México) y se 
adicionó el matraz yodométrico; se agregó agua destilada con pizeta para lavar los 
cristales de yoduro que quedaran sin disolver. Se adicionaron 3 mL de ácido acético 
glacial (CTR Scientific, México) y se reposó 5 min al abrigo de la luz, se tituló con 
tiosulfato de sodio (DEQ, México) hasta llegar a un amarillo paja. Luego se añadieron 3 
mL de solución de almidón, la solución se torna color azul y se procede a titular con 
tiosulfato de sodio hasta que el azul desaparezca por lo menos 30 seg. Los mililitros de 
tiosulfato utilizados se utilizaron para calcular el cloro disponible en g/L en la siguiente 
ecuación: 
 
   Donde: 
 
V1 = es el volumen en mL de tiosulfato de sodio empleados en la 
titulación,  
N = Es la normalidad de la solución de tiosulfato de sodio 
Vo= Es el volumen en mL de la solución de hipoclorito de sodio.  
0.0355 = Son los mili-equivalentes del cloro 
 
Estandarización del prototipo del generador de cloro. 
Con la finalidad de estandarizar el prototipo del generador de cloro se utilizaron: 
1) 3 diferentes voltajes (9.5, 10.5 y 12) que se generaron mediante un regulador de 
voltaje (Perfect Choice, USA).  2) Dos concentraciones de sal de mesa diferentes (18 g y 
36 g) que es el peso estimado de una y dos cucharadas soperas respectivamente.  3) Dos 
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tiempos de desinfección tomando en cuenta las instrucciones del fabricante del cloro 
comercial (Alen, Santa Catarina, N.L., México) que corresponde a un tiempo de 15 min 
de contacto y otro de 1 h. 
 
Análisis estadístico de los resultados del generador de cloro. 
Una vez realizada la metodología para determinar el %RBMA, se procedió al 
análisis de resultados.  
 
En el primer análisis se comparó la diferencia de medias entre los tres voltajes 
analizados (9.5, 10.5 y 12 V) y la concentración en g/L de cloro generado por el 
prototipo, mediante un ANOVA con un modelo lineal general y comparación con el 
método de Tukey con intervalos de confianza del 95%.  
 
En un segundo análisis se comparó la diferencia de medias  entre la cantidad de 
sal utilizada (18 g y 36 g) y la concentración en g/L de cloro generado por el prototipo, 
mediante una prueba de t de Student de 2 muestras.  
 
Para el tercer y último análisis se comparó la diferencia de medias entre el 
tiempo de desinfección (15 min y 1-h) y las UFC/mL que se midieron después de la 
desinfección con el cloro generado a diferentes tiempos, mediante una prueba de t de 
Student de 2 muestras.  
Diseño del prototipo de membranas de UF 
Ultrafiltración mediante filtro comercial de fibras huecas de 7 orificios de 
ultrafiltración con un tamaño de poro de 10 a 20 nanometros (Multibore ®Membrane, 
BASF, E.U.A.):  Este  prototipo se diseñó a partir de materiales de PVC comercial, se 
consiguieron ultrafiltros Multibore ®Membrane que fueron colocados en un tubo de 
PVC, sellado con un epóxico avalado por la FDA que es una mezcla de la resina epóxica 
105 de baja viscosidad y 205 como endurecedor (West system, Nueva Jersey, E.U.A.), 
para obtener un filtro acoplado a una cubeta, que sirve como contenedor de agua, esta 
48 
 
propuesta generó como innovación el diseño económico de ultrafiltración para la 
potabilización de agua en zonas rurales de difícil acceso geográfico y social.  
Método de prueba para evaluar la eficiencia en reducción bacteriana.  
Para evaluar la efectividad de reducción bacteriana del cloro generado en el 
prototipo como modelo de desinfección de agua y del prototipo de membranas de UF, se 
utilizó la NOM-244-SSA1-2008 que establece los lineamientos para evaluar equipos y 
sustancias germicidas para tratamiento doméstico de agua, requisitos sanitarios (Diario 
Oficial de la Federación, 2008).   
 
7.1.16 Preparación de cultivos y sub-cultivos de referencia 
Primero se utilizó un cultivo fresco de la cepa Escherichia coli ATCC 35218 
para preparar un cultivo de referencia, de donde se tomó una asada, la cual se inoculó 
por triplicado en tubos en picos de flauta con 20 mL del agar nutritivo B (ver apéndice 
II)  y se incubaron (MRC, modelo RKC CB700, USA) de 20 a 24 horas de 35 ± 2°C. A 
partir del cultivo de referencia se preparó un sub-cultivo de referencia tomando una 
asada y resembrando en tubos con picos de flauta con 20 mL del agar nutritivo A (ver 
apéndice II), se incubó de igual manera de 20 a 24 h a una temperatura de 35 ± 2°C.  
 
 Posteriormente, se preparó una suspensión de Escherichia coli  utilizando el sub-
cultivo de referencia ya desarrollado, se adicionaron 5 mL de solución salina al 0.85% 
estéril y se agitó suavemente en forma manual, rotando verticalmente el tubo entre las 
manos.  Esta suspensión bacteriana se transfirió a un tubo estéril para determinar la 
concentración de organismos mesófilos aerobios para verificar que dicha concentración 
se encuentre entre 5,000 a 10,000 UFC/mL, esto se midió mediante el nefelómetro de 
MacFarland (Ver apéndice 12.8).   
 
7.1.17 Preparación del agua de prueba 
El agua de prueba se preparó con 1-L de agua en frascos PET con tapa, del 
sistema de abastecimiento público, ajustada o que cumpla con los límites de la NOM-
127-SSA1-1994,  libre de bactericidas y bacteriostáticos (Diario Oficial de la 
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Federación, 1994b).  También se neutralizó el cloro residual agregando 1-mL de 
tiosulfato de sodio (DEQ, México) al 3%. Finalmente se esterilizó con luz ultravioleta 
por una hora.  Una vez preparada el agua de prueba se le agregó la suspensión de 
Escherichia coli preparada previamente.  
 
7.1.18 Evaluación de la reducción bacteriana 
Finalmente se midió la concentración de organismos mesófilos aerobios en 
UFC/mL de acuerdo a la NOM-092-SSA1-1994 (Diario Oficial de la Federación, 1994a) 
en agua de prueba sin tratar por triplicado. 
 
Para el desarrollo de la prueba de sustancias germicidas se agregó la sustancia 
germicida (cloro generado del prototipo) a los frascos de agua de prueba, de acuerdo con 
las instrucciones del fabricante del cloro comercial que describe colocar 10 gotas de 
cloro comercial con una concentración al 30% por 15 min. Después de transcurrido el 
tiempo de contacto especificado de la etiqueta, se tomaron 3 muestras de agua tratada y 
se determinó la concentración de mesófilos aerobios en UFC/mL.  Con los resultados de 
la cuenta de organismos mesófilos aerobios (media aritmética), se calcularon los 
porcentajes en la reducción bacteriana  de acuerdo a la siguiente fórmula: 
 
 
Dónde:  
% RBMA.- Porcentaje en reducción bacteriana de organismos mesófilos aerobios. 
APST.- Cuenta de organismos mesófilos aerobios en UFC/mL de agua de prueba sin tratar. 
APT.- Cuenta de organismos mesófilos aerobios en UFC/mL de agua de prueba tratada. 
 
 
Una prueba de potabilidad aceptable es cuando el %RBMA es igual o mayor a 
95% para organismos mesófilos aerobios. 
Determinación de mesófilos aerobios (NOM-092-SSA1-1994) 
La determinación de mesófilos aerobios se realiza bajo los estatutos de la NOM-
092-SSA1-1994 (Diario Oficial de la Federación, 1994a). La selección de diluciones a 
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preparar dependió del número esperado de microorganismos por muestra, en números 
bajos inocular 1-mL de muestra directa y una dilución 1x101. En ausencia total de 
información, se preparan diluciones seriadas en buffer de fosfatos solución de trabajo 
(ver apéndice I) hasta 1x106 evitando el contacto entre la pipeta y el diluyente. Se agitó 
la muestra de agua manualmente con 25 movimientos de arriba abajo en un arco de 30 
cm efectuados en un tiempo de 7 seg.  Se inocularon 1-mL de la muestra directa y 1-mL 
por cada dilución realizada, se utilizó una pipeta diferente en cada inóculo. Se preparó el 
agar cuenta estándar (BD Bioxon, Estado de México, México) según las instrucciones 
del fabricante y una vez tibio se vació en las cajas Petri inoculadas, agitando la caja 
cuidadosamente en 4 movimientos verticales, 4 horizontales y ocho movimientos en 
forma de 8; se dejó enfriar hasta gelificar y se incubaron (Felisa, FE-132, Jalisco, 
México) 24 h hasta la primer lectura y 48 h para una lectura de verificación de 
resultados. Para la interpretación de resultados se leyó la dilución con menor número de 
colonias contables y  se multiplicó por la dilución de dicha cuenta para obtener la 
cantidad de mesófilos aerobios en UFC/mL.  Para las cajas que presentaron conteos 
incontables en las diluciones más pequeñas, en cuenta colonias (RELASA, modelo 
6025, México) se cuenta un solo cuadro y se multiplicó por 57 cuadros que le caben a la 
caja Petri y luego por la dilución correspondiente.  
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8 RESULTADOS 
Análisis hidro-geográfico de la zona de estudio. 
El PNCB se encuentra localizado en la parte de Sierra Madre Occidental, dentro 
de la barranca de Candameña (28°07′59″N, 108°15′00″O).  En la Figura 10 se muestra, 
el polígono del área con una extensión de tierra de 5,803 hectáreas.  
 
Figura 10. Mapa del polígono del PNCB. Las (X) corresponden a los puntos de muestreo, los círculos a 
las poblaciones rurales con mayor número de habitantes (●). Fuente: INEGI mapa digital, Paquete 
Cartográfico 2010; Escala 1:110029 
 
El PNCB se encuentra dentro del municipio de Ocampo en el suroeste del Estado 
de Chihuahua. En relación a las cuencas hidrológicas, el PNCB se encuentra dentro de la 
cuenca del Río Mayo, la cual abarca 72 municipios de Sonora y 7 municipios de 
Chihuahua entre ellos el municipio de Ocampo. La cuenca del Río Mayo comprende 
27,541 km2 de extensión territorial y se nutre de varios afluentes (Figura 11), comienza 
por el Río Basaseachi, el Río Concheño-Moris, el San José Ocampo y el arroyo Hondo, 
que recibe el caudal del Río Babanori y procede a su vez de la Sierra Oscura, en Rosario 
Tezopaco y ya en Sonora. Recibe posteriormente las aguas de los arroyos El Limón, 
Guajaray, el de los Mezcales, Gochico y Taymuco, antes de llegar hacia la presa Adolfo 
Ruíz Cortínez (Mocúzarit), para continuar recibiendo corrientes de los arroyos El 
52 
 
Salado, Jijiri y Yorentamehua, entre otros. La cuenca Río Mayo nace al norte de 
Chihuahua (Río Basaseachi y desemboca al sur de Sonora en el Océano Pacífico 
(Martin, 1998).  
 
Figura 11.  Cuenca hidrológica Río Mayo. Fuente: (Martin, 1998) 
 
El polígono del PNCB se localiza en la subcuenca del Río Candameña llamada 
así por el principal río de la sub-cuenca; este río se origina al unirse el Río Basaseachi y 
El Durazno (INEGI, 2010). En la Figura 12, se observa delimitada la sub-cuenca Río 
Candameña, así como también se observa resaltada la posición del polígono del PNCB y 
los círculos son las poblaciones con mayor número de habitantes que se encuentran 
habitando el parque y zonas aledañas. 
 
Figura 12. Subcuenca hidrológica Río Candameña. Los (●) en color verde corresponde a las poblaciones 
rurales con mayor número de habitantes. Fuente: INEGI mapa digital, Paquete Cartográfico 2010; Escala 
1:244883 
 
Dentro de la sub-cuenca río Candameña existen dos microcuencas principales 
que van a ser los principales ríos y arroyos que alimentan el caudal de la Cascada de 
Basaseachi.  En la Figura 13, se observa delimitadas ambas microcuencas nombradas 
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respectivamente por el río principal o de mayor orden que se forma en la microcuenca. 
Ambas microcuencas tienen un punto de desagüe en común que es la Cascada de 
Basaseachi.  
 
Figura 13. Microcuencas hidrológicas: Izquierda microcuenca Río Basaseachi. Derecha microcuenca Río 
Durazno.  Los puntos (●) rojos de menor tamaño corresponden a los puntos de muestreo, los círculos (●) 
verdes de mayor tamaño corresponden a las poblaciones rurales con mayor número de habitantes. El 
polígono de color verde delimitado es el PNCB. Fuente: INEGI mapa digital, Paquete Cartográfico 2010; 
Escala 1:195866 
 
 
Los caudales se describieron en base a la clasificación de Strahler (1957), la cual 
indica la forma de medir numéricamente la complejidad de la ramificación de los ríos y 
arroyos, también conocido como el número de Strahler, (Horton, 1945). En este sentido, 
estos números se refieren como orden del curso de agua  y se utilizan para definir el 
tamaño de un curso de agua, basados en la jerarquía de los afluentes. Los ríos se 
clasifican de acuerdo con su orden de jerarquía, que se define: ríos de primer orden: son 
todos aquellos que no tienen afluentes; los de segundo orden: se forman al unirse dos de 
primer orden; los de tercer orden: se forman al unirse dos de segundo orden y así 
sucesivamente (Strahler, 1957). En la Figura 14, se muestra el orden de los ríos y 
arroyos según clasificación de Strahler de los ríos y arroyos que fueron muestreados, 
donde se observa que el río Durazno junto con el río Candameña, tienen un orden de 5 
mayor que el orden 4 que presenta el río Basaseachi.   
 
 
54 
 
 
Figura 14. Clasificación de orden de ríos y arroyos del PNCB. Los rombos (♦) de color rojo corresponden 
a los puntos de muestreo, en círculo (●) verde corresponden a las principales localidades rurales cercanas 
al parque o dentro del parque. La enumeración del 1 al 5 corresponde al orden del río seleccionado según  
la clasificación de Strahler. Fuente: INEGI mapa digital, Paquete Cartográfico 2010; Escala 1:80223 
 
En relación a la Microcuenca Río Durazno que tiene un total de 940 habs., las 
Estrellas y entronque las Estrellas son los poblados con la mayor cantidad de habitantes.  
En la tabla 11, se describe un análisis del total de viviendas, viviendas habitadas, con 
drenaje y sin drenaje y el porcentaje de viviendas sin drenaje.  En el área de estudio se 
observó que en la localidad de Basaseachi con más habitantes el 42.22% no cuenta con 
sistema de drenaje, lo que indica que tal vez se utilicen fosas sépticas para el tratamiento 
de los desechos sanitarios, además de que el drenaje de estas poblaciones se dirige hacia 
la laguna de oxidación, la cual se observó que no está en funcionamiento, esto podría 
contribuir también a la contaminación de los afluentes.   
 
Tabla 11. Análisis poblacional de las principales localidades rurales que afectan al PNCB. 
 
Toma de muestras. 
El muestreo de agua del PNCB se realizó en 13 puntos estratégicos de los 
efluentes de los dos ríos principales que abastecen a la Cascada de Basaseachi. En la 
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tabla 12 se enumeran los sitios de muestreo con la ubicación geográfica. Según la 
localización geográfica las muestras 6, 7, 8, 11 y 12 se encuentran fuera del polígono del 
PNCB, sin embargo, las muestras fueron colectadas debido a que las comunidades que 
se encuentran cercanas a estas muestras corresponden a las que se observa más 
población y que podría afectar los cuerpos acuíferos (Figura 15).  
 
Tabla 12. Geo-referenciación e identificación de los puntos de muestreo. 
Lugar de los muestreos Coordenadas geográficas 
Número Muestra NORTE (N) OESTE (W) 
1 Pozo Cascada de Basaseachi 28°10'26.95"N 108°12'44.99"W 
2 Cascada del Plan 28°10'27.17"N 108°12'44.88"W 
3 Río El Durazno 28°10'48.24"N 108°12'45.09"W 
4 Río Basaseachi 28°10'49.19"N 108°12'45.86"W 
5 Y. Punto de unión del Río 
Basaseachi y Rio el Durazno. 
28°10'47.45"N 108°12'45.49"W 
6 Arroyo de Baquiriachi 28°12'40.80"N 108°13'20.49"W 
7 Aguaje de Basaseachi 28°13'59.55"N 108°12'26.07"W 
8 Arroyo de Las Estrellas 28°11'30.06"N 108°10'27.09"W 
9 Centro de visitantes CONANP 28°09'54.70"N 108°12'21.70"W 
10 Arroyo de Betorachi 28°10'54.08"N 108°11'6.84"W 
11 Arroyo de la laguna de oxidación 28°11'50.25"N 108°12'47.88"W 
12 Arroyo de Cahuisori 28°12'40.58"N 108°14'38.92"W 
13 Mirador de la Cascada de 
Basaseachi 
28°10'27.36"N 108°12'44.97"W 
 
Se realizó un muestreo de agua en las estaciones del año 2013: primavera 
(Marzo), verano (Junio), otoño (Octubre) e invierno (Diciembre).  Se obtuvo un total de  
49 muestras ya que la muestra número 13 no se tomó durante el muestreo de primavera 
debido a condiciones poco seguras para los analistas; además las muestras 5 y 6, fueron 
tomadas de arroyos intermitentes y durante la época de verano dichos arroyos estaban 
secos debido a las altas temperaturas que se presentaron durante el año 2013, 
considerándose época de sequía.  
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Figura 15. Mapa de los puntos de muestreo. Las (X) corresponden a los puntos de muestro con su 
número de muestra correspondiente.  Los círculos (●) indican las poblaciones rurales con mayor cantidad 
de habitantes  que se encuentran cerca del PNCB.  Fuente: INEGI mapa digital, Paquete Cartográfico 
2010; Escala 1:64176 
 
Análisis de calidad de agua 
8.1.1 Análisis de pH y conductividad 
Según la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994 (Diario Oficial de la 
Federación, 1994b), que se rige dentro las normas de salud ambiental, agua para uso y 
consumo humano: límites permisibles de calidad y tratamientos que debe someterse el 
agua para su potabilización, el pH adecuado de las muestras de agua no debe exceder 
por debajo de 6.5, ni por encima de 8.5.  En la Figura 16, se observa que las muestras de 
primavera no exceden estos parámetros. Sin embargo, en el muestreo de verano las 
muestras 1, 2, 8, 10, 11 y 13 se exceden de los parámetros notablemente, cabe 
mencionar que debido a la fuerte sequía que enfrentó el Parque el año 2013, 
concentrándose las sales disueltas y aumentando considerablemente el pH.  En tanto las 
muestras de otoño e invierno, permanecieron dentro de los límites permisibles. La 
muestra 5 y 6 no aparecen en la Figura 16, debido a pertenecen a los ríos de la “Y”, que 
es el lugar donde convergen el Río Basaseachi y el Río Durazno y el Río Baquiriachi 
que se secaron durante la época de sequía durante el verano, siendo la muestra 5 la 
principal fuente de abastecimiento de agua en la Cascada.   
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Figura 16. Medición del pH de las muestras de agua por estaciones es del año 2013. Barras de color azul 
corresponden a primavera.  Barras rojas a verano.  Barras verdes a otoño. Barras moradas a invierno. Las 
flechas rojas entre 6.5 a 8.5 corresponden a los límites permisibles menor y mayor respectivamente. 
 
La conductividad  se encuentra directamente asociada a la cantidad de iones 
disueltos en agua y no debe exceder de 1,200 microsiemens por centímetro (µS/cm) 
según las normas mexicanas.  En este caso ninguna de las muestras mostró mayor 
cantidad de iones disueltos que lo que marca la norma.  
 
En la Figura 17 se observan las 13 muestras, durante las estaciones del año 2013; 
se observó que durante la primavera y el verano se obtuvieron los valores más altos de 
conductividad, todo lo contrario durante el otoño y el invierno, a excepción de la 
muestra 11 que mantuvo una conductividad alta durante el otoño; cabe señalar que todas 
las muestras se encuentran bajo un rango adecuado de concentración de sales. 
 
8.1.1 Análisis fisicoquímico. Muestreo de Primavera 
La calidad de agua se describe en la tabla 13, se muestran los resultados del 
análisis fisicoquímico del agua de las primeras 12 muestras durante la primavera 
(Marzo, 2013), debido a que en el momento del muestro no había acceso seguro para la 
toma de la muestra 13 que se tomó en un segundo muestreo.  En la tabla 13 se muestra 
que la calidad del agua en la mayoría de las muestras es buena, considerando los valores 
permitidos bajo normas oficiales. 
58 
 
 
Figura 17. Medición de la Conductividad en muestras de agua del PNCB 2013. Barras de color azul 
corresponden a primavera.  Barras rojas a verano.  Barras verdes a otoño. Barras moradas a invierno.  
 
 
Sin embargo, la muestras 3 y 11 mostraron un valor de alcalinidad más elevado 
que el límite permisible, estas muestras provienen del río Durazno y arroyo de la laguna 
de oxidación. La causa probable de estos resultados podría ser que la laguna de 
oxidación sin mantenimiento filtre desechos hacia el río elevando la acidez del agua y el 
Río Durazno es el río que recibe más contaminantes debido a su caudal mayor.  
 
Tabla 13. Análisis Físico-Químico de las muestras de agua obtenidas en Primavera. 
 
 
De las muestras analizadas durante el muestreo de primavera, se seleccionó una 
muestra representativa  para realizar un análisis de metales pesados y para ello las 
muestras 1, 2, 5, 7 y 9  fueron enviadas al laboratorio de análisis fisicoquímicos de agua 
en la Universidad del Paso, Texas (UTEP, por sus siglas en inglés). En la tabla 14 se 
muestran los resultados obtenidos, encontrando todas las muestras analizadas según la 
Norma dentro de los estándares de calidad de agua.   
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Tabla 14. Análisis Físico-químico de las muestras representativas de primavera 
Parámetro Muestra 1 Muestra 2 Muestra 5 Muestra 7 Muestra 9 Límites permisibles 
pH 7.40 8.39 7.54 7.05 7.28 6.5-8.5 
Conductividad 
µS/cm 160 155 120 36.1 75 1,200 
Alcalinidad 
(mg/L de CaCO3) 
72 61 63 23 450 300 mg/L (CaCO3) 
 
En la tabla 15, se encuentra el análisis de la composición iónica realizado con el 
espectrofotómetro de plasma.   Se observa que los iones calcio, magnesio, potasio, 
además del bicarbonato y el carbonato no se encuentran sus límites permisibles, esto es 
debido a que ayudan a calcular la cantidad de sólidos disueltos totales, además de la 
dureza total como CaCO3.  
 
Tabla 15. Análisis de la composición iónica de las muestras representativas de Primavera 
 
 
Sin embargo; al intentar calcular la dureza total, los valores del Magnesio tan 
bajos nos lo impidieron ya que son cercanos a cero, y la norma dice que la dureza total 
como Carbonato de Calcio debe ser menor a los 500 mg/L.  En el caso de sólidos 
disueltos totales la norma marca que no excedan de 1,000 mg/L, para las muestras 
analizadas, la suma de todos los analitos no excedieron los 1,000 mg/L, por lo que todas 
las muestras analizadas se encuentran bajo la norma. 
En la tabla 16 se muestra la concentración de metales pesados, los límites 
permisibles establecidos en la tabla se tomaron de Norma oficial mexicana NOM-127-
SSA1-1994 (Diario Oficial de la Federación, 1994b), Proyecto de norma oficial 
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mexicana PROY-NOM-SSA1-250-2014 (Diario Oficial de la Federación, 2014) y 
Modificación a la norma oficial mexicana NOM-127-SSA1-1994 (Diario Oficial de la 
Federación, 1994b).  Se observó que para litio, estroncio y vanadio, no hay límites 
permisibles, debido a que de acuerdo a la norma no son metales que entren dentro del 
análisis de la calidad del agua, sin embargo, es importante su estudio y se observó que 
son bajas las concentraciones de los 3 metales pesados analizados.   
Tabla 16. Composición Elemental de las muestras representativas de Primavera. 
 
En la tabla 16, se observa claramente, que ningún metal pesado analizado excede 
las normas mexicanas de calidad, lo que parece indicar que la calidad del agua es apta 
para uso y consumo en cuestión de metales pesados. Estos resultados nos permitieron 
justificar prescindir de este tipo de análisis en futuros muestreos debido al costo elevado 
de los mismos. 
 
8.1.2 Análisis fisicoquímico. Muestreo de Verano 
En la tabla 17, se muestran los resultados del análisis físico-químico del muestreo 
correspondiente al verano (Junio, 2013), en donde se analizó la calidad de agua en 
cuanto a cloruros, dureza total, alcalinidad  y acidez.  En este muestreo la alcalinidad se 
observó afectada en 3 de las 13 muestras colectadas probablemente por las altas 
temperaturas que se presentaron durante el 2013 en el PNCB.  Cabe mencionar que 
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debido a estas altas temperaturas esta época se consideró temporada de sequía para el 
año 2013.   
 
 Tabla 17. Análisis Físico-Químico de las muestras de agua obtenidas en Verano 
 
 
Durante el verano la alcalinidad aumenta debido al mayor contenido de ácidos 
húmicos que son componentes naturales de los ríos con una cuenca formada por terrenos 
ácidos (Fraga, 1976). 
 
8.1.3 Análisis fisicoquímico. Muestreo de Otoño 
El tercer muestreo del año 2013 se realizó durante el otoño (Octubre, 2013), para 
ésta época del año, las condiciones físico-químicas del agua se mantuvieron dentro de 
los parámetros normales debido a las abundantes lluvias (Tabla 18).   
 
Tabla 18. Análisis Físico-Químico de las muestras de agua obtenidas en Otoño. 
 
  
8.1.4 Análisis fisicoquímico. Muestreo de Invierno 
En un último muestreo correspondiente a invierno (Diciembre, 2013), se observó 
que los parámetros físico-químicos analizados se encontraban normales, las bajas 
temperaturas que se presentan en estas fechas parecen ayudar a preservar la calidad del 
agua en base a parámetros fisicoquímicos (Tabla 19). 
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Tabla 19. Análisis Físico-Químico de las muestras de agua obtenidas en Invierno. 
 
 
8.1.5 Conteo de coliformes fecales y coliformes totales en agua 
En la Figura 18, se muestran los resultados obtenidos de coliformes totales 
(Figura 18A) y coliformes fecales (Figura 18B). Estos resultados se expresan en 
NMP/100 mL y para su análisis fueron convertidos a logaritmo base 10, con el fin de 
normalizar los datos. En la Figura 18 se observa que las muestras 5 y 6 de la época de 
verano y la 13 de la época de primavera no obtuvieron valores de coliformes totales o 
fecales, esto es porque las muestras no fueron tomadas por que los arroyos no llevaban 
agua durante la época de verano y la muestra 13 durante la primavera no podía ser 
tomada debido a la falta de condiciones seguras para la toma de muestras.   
En la Figura 18A se observa que durante la temporada de verano (época seca) y 
la de otoño (época de lluvias) la cantidad de coliformes totales aumentó 
considerablemente en la mayoría de las muestras analizadas; mientras que durante la 
época de primavera y de invierno, debido a las bajas temperaturas que se presentan en la 
zona de estudio disminuyeron considerablemente. En la Figura 18B se observa una línea 
resaltada que índica el límite máximo permisible de coliformes fecales (1,000 
NMP/100mL o 3.5 NMP/100mL en escala logarítmica) que se permite en aguas 
naturales nacionales que se conoce que reciben desechos sanitarios (NOM-001-ECOL-
1996) (Diario Oficial de la Federación, 1997).  En esta Figura 18B se observa que la 
mayoría de las muestras excedieron los límites permisibles durante el otoño o época de 
lluvias a excepción de las muestras 9, 10 y 12 que corresponden al centro de visitantes 
del PNCB, el arroyo de Betorachi y Cahuisori. En las Figuras 18 se observa que la 
cantidad de coliformes fecales y totales durante la primavera y el invierno disminuyeron 
considerablemente, esto pudo haber sido por las bajas temperaturas que se presentan en 
estas épocas del año. Estos resultados podrían indicar que el movimiento que ocurre 
durante las épocas de lluvia hace que el agua arrastre los contaminantes, y las altas 
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temperaturas durante la época seca durante el verano aumenten considerablemente las 
poblaciones de microorganismos presentes.   
 
Figura 18. Resultados de la distribución espacio-temporal del conteo de coliformes expresados en 
NMP/100 mL en las muestras de agua analizadas. A) Coliformes totales. B) Coliformes fecales. De 
izquierda a derecha cada muestra fue analizada por época del año 2013 donde la primer barra indica la 
primavera, la segunda el verano, la tercera el otoño y la cuarta el invierno. En Figura 18B se observa una 
línea resaltada que indica el límite máximo permisible de coliformes fecales que puede presentar un río 
que recibe descargas de aguas residuales (NOM-001-ECOL-1996). 
 
8.1.6 Análisis estadístico de coliformes fecales y totales en agua.  
Los resultados del número más probable se convirtieron a logaritmo base 10 con 
el fin de normalizar los datos.  El conjunto de las medias geométricas fue usado para 
calcular los intervalos de confianza de 95% (Figura 19).  El conteo de coliformes totales 
se muestra en las Figuras 19A y 19B.  Los resultados de la ANOVA mostraron 
diferencias significativas (p<0.001) entre el conteo de coliformes totales que se presentó 
el valor más elevado durante el otoño y el verano; mientras que el conteo disminuyó 
durante el invierno y la primavera donde se presentaron los valores menores; la prueba 
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de ANOVA también mostró diferencias significativas entre los puntos de muestreo para 
coliformes totales. Como se mencionó  anteriormente en el conteo de coliformes totales 
se observó afectado por las lluvias presentadas durante el otoño y las altas temperaturas 
durante el verano; mientras que las bajas temperaturas y las heladas afectaron el conteo 
de coliformes totales durante el invierno y la primavera. Los resultados de la prueba de 
Tukey revelaron que las muestras 6, 8 y 11 tuvieron el mayor conteo de coliformes y la 
muestra 9 el más bajo (Figura 19B).  Esto pudo haber ocurrido debido a las muestras 6, 8 
que corresponden al arroyo de Baquiriachi y entronque las Estrellas, las cuales son las 
muestras donde había más cantidad de habitantes, además de tener sus casas cercanas al 
río; y la muestra 11 es el río que se encuentra cerca de la laguna de oxidación.  Por otra 
parte la muestra número 9 mostró los niveles más bajos ya que se trata de la muestra que 
se encuentra dentro del centro de visitantes.  
 
Figura 19. Análisis estadístico de coliformes fecales y totales. En las medias geométricas calculadas se 
consideraron todos los sitios y todas las estaciones en escala logarítmica con un intervalo de confianza de 
95%. A) Conteo de coliformes totales por estaciones (2013). B) Conteo de coliformes totales por sitio de 
muestreo. C) Coliformes fecales por estaciones (2013). D) Coliformes fecales por sitio de muestreo.  
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Las medias geométricas para el conteo de coliformes fecales varió 
significativamente durante las estaciones del año (p<0.001), donde la mayoría de las 
muestras colectadas excedieron los límites permitidos durante el otoño en comparación 
del resto del año 2013 (Figura 19C).  La prueba de Tukey mostró que no hay diferencias 
significativas entre los puntos de muestreo para el conteo de coliformes fecales. 
(p=0.133; Figura 19D).   
 
Se considera que la época del año con mayores contaminantes es durante la 
época de lluvia, en este caso el otoño, esto permite el arrastre de contaminantes a través 
de los efluentes del PNCB. 
 
8.1.7 Caracterización Microbiológica 
Para la caracterización microbiológica se tomaron como criterios de análisis de 
muestras, solo aquellas muestras que excedieran los límites permisibles de 1,000 
NMP/100mL. De un total de 49 muestras colectadas se analizaron 23.  De estas 23 
muestras analizadas se aislaron 51 cepas, las cuales a través de la caracterización 
microscópica y macroscópica se descartaron 18 por sus características similares a las 
demás, colectando un total de 33 cepas identificadas por su morfología macroscópica, 
microscópica, tinción de Gram y caracterización bioquímica mediante el AutoScan4. 
 
Se aislaron 16 géneros y especies de aguas naturales del PNCB. En la primera 
columna de la tabla 20 se describe la familia a la que pertenecen cada aislamiento, en la 
segunda columna el nombre del género y especie encontrado, en la tercer columna el 
número de aislamientos de cada género y especie, en la cuarta columna el sitio de 
muestreo donde fueron encontrados y en la quinta columna la estación del año donde fue 
observado dicho aislamiento. 
 
Algunos de las cepas aisladas en las aguas del PNCB ya han sido identificados 
como microorganismos patógenos que pueden generar brotes epidémicos en países en 
desarrollo (Hassan et al., 2014), esto podría ser la posible causa de los problemas de 
diarrea entre los habitantes principalmente niños en el PNCB. 
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Tabla 20.  Géneros y especies bacterianos identificados en muestras de agua por estación del año. 
 
  
En la tabla 21 podemos observar que la mayoría de los microorganismos 
encontrados fueron aislamientos del pozo de la cascada (5/33), el mirador de la cascada 
(5/33) y el arroyo junto a la laguna de oxidación (6/33).  Esto podría indicarnos que el 
pozo de la cascada concentra los contaminantes como punto de drenaje de las 
microcuencas de Basaseachi y el Durazno.  Además probablemente  la construcción de 
la laguna de oxidación filtra contaminantes hacia los ríos y arroyos del PNCB. 
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Tabla 21. Identificación bioquímica de microorganismos aislados de muestras de agua del PNCB. 
Aislado Biotipo Género Especie No. de 
muestra Lugar de aislamiento 
1 60010150 Aeromonas hydrophila 3 Río El Durazno 
2 20424 Acinetobacter iwoffi 6 Arroyo de Baquiriachi 
3 43005103 Hafnia alvei 2 Cascada del Plan 
4 43005103 Halnia alvei 4 Río Basaseachi 
5 43005103 Hafnia alvei 13 Mirador de la Cascada de Basaseachi 
6 60010001 Pasteurella multocida 7 Aguaje de Basaseachi 
7 60011001 Pasteurella multocida 3 El durazno 
8 60000110 Tatumella sp. 13 Mirador de la Cascada de Basaseachi 
9 77100002 Citrobacter freundii 5 
Y. Punto de unión del Río Basaseachi y 
Rio el Durazno. 
10 77520002 Citrobacter freundii 2 Cascada del Plan 
11 76103172 Enterobacter cloacae 7 Aguaje de Basaseachi 
12 77103173 Enterobacter cloacae 3 Río El Durazno 
13 77113010 Escherichia coli 11 Arroyo de la laguna de oxidación 
14 53111010 Escherichia coli 6 Arroyo de Baquiriachi 
15 53317010 Escherichia coli 13 Mirador de la Cascada de Basaseachi 
16* 77113010 Escherichia coli 13 Mirador de la Cascada de Basaseachi 
17* 77115010 Escherichia coli 6 Arroyo de Baquiriachi 
18 77115010 Escherichia coli 1 Pozo Cascada de Basaseachi 
19 77115012 Escherichia coli 1 Pozo Cascada de Basaseachi 
20 77704370 Klebsiella pneumoniae 11 Arroyo de la laguna de oxidación 
21* 77714370 Klebsiella oxytoca 11 Arroyo de la laguna de oxidación 
22* 77714376 Klebsiella oxytoca 10 Arroyo de Betorachi 
23 77714372 Klebsiella oxytoca 8 Arroyo de Las Estrellas 
24 77714370 Klebsiella oxytoca 4 Arroyo de la laguna de oxidación 
25 53101002 Salmonella Paratyphi A 1 Pozo Cascada de Basaseachi 
26 73101006 Salmonella Paratyphi A 12 Cahuisori 
27 53505041 Salmonella sp. 5 
Y. Punto de unión del Río Basaseachi y 
Rio el Durazno. 
28 40010010 Shigella sp. 13 Mirador de la Cascada de Basaseachi 
29 60010101 Vibrio cholerae 11 Arroyo de la laguna de oxidación 
30 41005007 Vibrio parahaemolyicus 11 Arroyo de la laguna de oxidación 
31 40005007 Vibrio choleare 12 Cahuisori 
32 30000002 Yersinia enterocolítica 10 Arroyo de Betorachi 
33* 76103176 Enterobacter cloacae 1 Pozo Cascada de Basaseachi 
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8.1.8 Contaminación de microorganismos a través de los 
efluentes 
Al estudiar la dispersión de los microorganismos a través de los efluentes, se 
logró la determinación geográfica de los microrganismos a través de los puntos de 
muestreo se realizó con número de Biotipo, donde se pudo identificar algunas cepas se 
aislaron de dos sitios de muestreo diferentes las cuales que poseen el mismo biotipo, 
indicando un arrastre de contaminantes a través de los cuerpos de agua. Las cepas 3, 4 y 
5 que se aislaron del Río Basaseachi, Cascada del Plan y del pozo de la cascada, se 
identificaron como Hafnia alvei.  Las cepas 13 y 16 que se identificaron como E. coli se 
aislaron de la laguna de oxidación y del pozo de la cascada, al igual que las cepas 17 y 
18, que se aislaron del arroyo de Baquiriachi y del pozo de la cascada.  Las cepas 21 y 
24 corresponden a K. oxytoca y ambas de aislaron de la laguna de oxidación. Las cepas 
que fueron reconocidas con el mismo número de biotipo fueron aisladas en uno o dos 
puntos arriba de la cascada y en el pozo de la cascada, a excepción de las muestras 21 y 
24, que solo se encontraron en el arroyo de la laguna de oxidación.  Cabe mencionar que 
las cepas que tenían el mismo biotipo no mostraron el mismo patrón de resistencia, esto 
podría indicar una posible selección de resistencia a antibióticos (Hollis et al., 1981). 
 
8.1.9 Perfil de resistencia a antibióticos 
A los 33 microorganismos identificados se les analizó el perfil de resistencia a 
antibióticos. En la tabla 22, se muestra el perfil de cada uno de los aislamientos a 
excepción de las cepas 13, 14 y 15 corresponden a cepas de E. coli que resultaron 
susceptibles a todos los antibióticos probados.  En la primera columna se muestran las 
categorías de los antimicrobianos probados, en la segunda columna los antibióticos 
probados y en el resto de las columnas todas las cepas analizadas (ver Tabla 21, para 
nombres y origen de los aislamientos).  En la tabla 22 se pueden observar 3 tipos de 
clasificaciones, por ejemplo la “R” está asociada directamente con la resistencia total del 
microorganismos a dicho agente antimicrobiano, “I” hace referencia a la resistencia 
intermedia y la “Ri” a la resistencia intrínseca o natural propia del  microorganismo 
(puntos de corte y CIM, ver apéndice III).   
 
69 
 
Tabla 22. Perfil de resistencia a antibióticos de los aislamientos. Las cepas 2, 6, 7, 13, 14, 15, 25, 27, 32 
no se mostraron en la tabla debido a que presentaron susceptibilidad a todos los antimicrobianos. 
 
Controles internos virales para las curvas de calibración de RT-qPCR 
Una vez linealizado el DNA plasmídico se procedió a realizar una PCR para la 
detección de RV mediante la amplificación del gen VP4. En la Figura 20 se muestran 8 
clonas, donde solamente las clonas 3 y 4 tuvieron el inserto de interés con un producto 
esperado 887 pb y que se procedieron a utilizar como controles virales o también 
llamados constructos virales RV1017-pGEM. 
 
 
Figura 20. Control viral para Rotavirus, determinación de clonas con el gen VP4. Electroforesis en gel de 
agarosa al 1%. MPM: Hyperladder I, carril 1: clona 1, carril 2: clona 2, carril 3: clona 3, carril 4: clona 4, 
carril 5: clona 5, carril 6: clona 6, carril 7: clona 7, clona 8: CN pUC19. 
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Se determinó NV mediante la amplificación del gen RdRp con un producto 
esperado de 326pb. En la Figura 21 se muestran 5 clonas, donde solamente las clonas 3 
y 4 tuvieron el inserto de interés, mismo que le empleó como control viral, también 
llamados constructos virales NV1004-pGEM. 
 
 
 
Figura 21. Control viral para Norovirus, determinación de clonas con el gen RdRp. Electroforesis en gel 
de agarosa 1%. Carril 1: clona 1, carril 2: clona2, carril 3: clona 3, carril 4: clona 4, carril 5: control, carril 
6: MPM Hyperladder I. 
 
Extracción de RNA de muestras de agua 
 
8.1.10 Extracción de RNA. Muestreo individual de Otoño 
Para el análisis de virus entéricos en agua se realizó la extracción de RNA, 
inicialmente durante la época de otoño, debido a los resultados previos donde la carga 
bacteriana fue mayor durante esta época. Las muestras de agua fueron filtradas primero 
por la técnica VIRADEL con la cual se obtuvo 1-mL de concentrado, el cual fue 
extraído por triplicado de un solo concentrado de un litro de muestra de agua. El RNA 
obtenido de las muestras de agua se muestra en la Figura 22 en dos geles de agarosa al 
1%, con 28 pozos por gel.  
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Figura 22. Extracción de RNA de las 13 muestras por separado durante la época de otoño. En ambos 
se utilizó el marcador de peso molecular (MPM) Hyperladder I. Gel lado izquierdo superior: Carril 1-3: 
Muestra 1. Carril 4-6: Muestra 2. Carril 7-9: Muestra 3. Carril 10-12: Muestra 4. Gel lado izquierdo 
inferior: Carril 1-3: Muestra 5. Carril: 4-6: Muestra 6.  Gel lado derecho superior: Carril 1-3: Muestra 7. 
Carril 4-6: Muestra 8. Carril 7-9: Muestra 9. Carril 10-12: Muestra 10. Gel lado derecho inferior: Carril 1-
3: Muestra 11. Carril: 4-6: Muestra 12. Carril 7-9: Muestra 13. 
 
 
En la Figura 22 se observan dos geles de agarosa donde podemos observar una  
cantidad promedio de 300 ŋg/µL de RNA al final de los carriles tanto en la parte 
superior como inferior del gel, en las 13 muestras analizadas. 
 
8.1.11 Extracción de RNA. Pool de muestras  
 
Debido a los resultados negativos del análisis de muestreos individuales se 
decidió juntar todos los puntos de muestreo como una sola muestra, por época del año 
(primavera, verano, otoño, invierno).  En la Figura 23 se observa la extracción de RNA 
por triplicado de un solo concentrado del control negativo (agua destilada), control 
positivo (muestra positiva a RV 659 y NV 1034), primavera (12 puntos de muestreo), 
verano (11 puntos de muestreo), otoño e invierno (13 puntos de muestreo); durante la 
primavera se perdió una muestra por la falta de seguridad para la toma de muestras y 
durante el verano dos muestras por las altas temperaturas.   
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Figura 23. Extracción de RNA del pool de muestras por estaciones del año 2013. En la parte superior 
e inferior del gel, en el carril 1 se colocó el MPM Hyperladder I. Superior: Carril 1-3: Control negativo. 
Carril 4-6: Control positivo. Carril 7-9: Muestra primavera. Carril 10-12. Muestra verano. Carril 13. 
Muestra otoño. Inferior: Carril 1 y 2: Muestra otoño. Carril 3-5: Muestra de invierno.   
 
En la Figura 23 se observa una cantidad promedio de 200 ŋg/µL de RNA 
extraído, tanto en el control positivo donde se puede observar la escalera característica 
de RV en fragmentos, así como también en la mayoría de las muestras, con una buena 
calidad visual. 
Detección de RV y NV por RT-PCR punto final 
8.1.12  Detección de Rotavirus. Muestreo individual de Otoño. 
Se realizó la RT-PCR punto final de las muestras problema individualmente para 
la determinación de RV en aguas naturales del PNCB.  En la Figura 24 se muestran los 
amplicones del gen VP4 de RV en gel de agarosa al 1% de las muestras problema del 
PNCB durante la época de otoño.  El control negativo para este corrida corresponde a 
agua destilada que fue filtrada igual que las muestras problema con la técnica VIRADEL 
por triplicado del mismo concentrado; el control positivo que es un litro de agua 
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destilada más 1-mL de muestra problema positiva a RV (la número 1033 de la coproteca 
UACH-FCQ) y las muestras fueron presentadas por triplicado del mismo concentrado.  
 
 
Figura 24. Detección de RV por RT-PCR punto final.  Muestras individuales de otoño. En ambos geles se 
utilizó el MPM Hyperladder IV. Gel lado izquierdo superior: Carril 1-3: Control negativo. Carril 4-6: 
Control positivo. Carril 7-9: Muestra 1. Carril 10-12 Muestra 2. Gel lado izquierdo inferior: Carril 1-3: 
Muestra 3. Carril 4-6: Muestra 4. Carril 7-9: Muestra 5. Carril 10-13 Muestra 6. Gel lado derecho 
superior: Carril 1-3: Muestra 7. Carril 4-6: Muestra 8. Carril 7-9: Muestra 9. Carril 10-12 Muestra 10. 
Carril 13: Muestra 11. Gel lado derecho inferior: Carril 1-2: Muestra 11. Carril 3-5: Muestra 12. Carril 6-
8: Muestra 13.  
 
Los controles positivos de la Figura 24 presentaron una banda esperada de 887 
pb para la detección del amplicón de VP4 en RV.  En las muestras problema no se 
observaron amplicones positivos a excepción de uno de los triplicados de la muestra 5, 
donde se observa una banda, sin embargo, no se tomó en cuenta debido a que al parecer 
pesaba más de 1,000 pb según el MPM.  Al analizar los resultados se decidió que 
probablemente, un litro de muestra no era suficiente para determinar RV en muestras de 
aguas naturales. 
 
8.1.13 Detección de Rotavirus. Pool de muestras. 
En la Figura 25 se muestra la RT-PCR punto final para la detección gen VP4 de 
887pb, se observa un gel de agarosa al 1%. En la Figura 25 se observa claramente que el 
control negativo está limpio indicando que no hay contaminación de RV en el agua 
destilada, los controles positivos se ven que corresponden a los esperados y en la 
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muestras volvemos a observar que no hay muestras positivas a RV por detección RT-
PCR punto final. 
 
 
Figura 25.  Detección de RV RT-PCR punto final del pool de muestras por estación del año. En los 
carriles 1 superior e inferior el MPM Hyperladder IV. Superior: Carril 1-3: Control negativo. Carril 4-6. 
Control positivo. Carril 7-9: primavera. Carril 10-12: verano. Carril 13: otoño. Inferior: Carril 1-2: otoño. 
Carril 3-5: invierno.  
 
 
8.1.14 Detección de Norovirus. Pool de muestras. 
 
En la Figura 26 se observa la amplificación (por triplicado) de un solo 
concentrado durante las estaciones del año 2013 en el PNCB, donde el control negativo 
está limpio y en los controles positivos se observa la banda esperada de 326 pares de 
bases que corresponde al tamaño del gen RdRp para la detección de NV.  En las 
muestras se observa que 1/3 presentó una banda positiva durante el otoño y que 
corresponde a la banda esperada.  Estos resultados nos permiten confirmar la presencia 
de Norovirus en el agua del PNCB durante el verano del 2013. 
 
75 
 
 
Figura 26. Detección de Norovirus por RT-PCR punto final del pool de muestras por estación del año.  En 
los carriles 1 superior e inferior el MPM Hyperladder IV. Superior: Carril 1-3: Control negativo. Carril 4-
6. Control positivo. Carril 7-9: primavera. Carril 10-12: verano. Carril 13: Vacío. Inferior: Carril 1-3: 
otoño. Carril 4-6: invierno. Carril 7: Control positivo. 
 
 
Detección de Rotavirus y Norovirus por RT-PCR en tiempo real 
 
8.1.15 Detección de RV (CON2-CON3). Pool de muestras 
 
El realizar la ecuación de la recta de la curva de calibración con los datos 
obtenidos para la detección de RV (Figura 27), observamos que la curva tuvo una 
eficiencia del 124.9% lo que se sale de los estándares, ya que según Gunson y 
colaboradores (2006) la eficiencia oscila entre los valores de 85 a 110%.  De igual forma 
el valor de la pendiente, que fue de -2.84 para este experimento, también se encuentra 
por fuera de los estándares, ya que deben de estar entre -3.18 a -3.45, esto nos indica que 
existe contaminantes que alteran los resultados de la curva (Ward et al., 2013). 
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Figura 27. Ecuación de la recta de la curva de calibración para la detección RV (Con2 y Con3). Para 
obtener los puntos se calculó despejando el valor de  X en la ecuación de la recta y el valor de Y se 
sustituyó por el valor de la Ct de cada dilución desde 1x104 hasta 1x109. Luego se calculó el valor de R y 
la eficiencia de la qPCR. 
 
Al analizar la curva de disociación de la RT-PCR en tiempo real con el amplicón 
de 887 pb, se observó que los amplicones se disociaron a una temperatura arriba de los 
80ºC, lo que según Dorak (2007) sí corresponde al producto esperado (Figura 28). 
 
Figura 28.  Curva de disociación de los productos obtenidos por qPCR para la detección de Rotavirus 
(Con2 y Con3). 
 
Con los juegos de primers Con2 y Con3 no se obtuvo el porcentaje de eficiencia 
adecuada ni el valor de la pendiente según la literatura, por lo que se decidió que 
probablemente el amplicón de 887 pb era demasiado grande para la amplificación y se 
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eligió amplificar solo una parte del gel de VP8 con el juego de primers CON3 e IT1 con 
un amplicón más pequeño de 345 pb.  
 
8.1.16 Detección de Rotavirus (CON3-IT1). Pool de muestras 
La curva de calibración en la parte superior y la gráfica de la ecuación de la recta 
en la parte inferior para la detección de RV con un amplicón de 345 pb, muestra una 
eficiencia del 99.6%, que según Gunson y colaboradores (2006) se encuentra dentro de 
los parámetros aceptados; de igual forma el valor de la pendiente fue de -3.33 
encontrándose dentro de los estándares según Ward y colaboradores (2013) de entre -
3.18 a -3.45 (Figura 29). 
 
 
Figura 29.  Detección de RV por RT-qPCR (Con3-IT1). Parte superior: Curva de calibración desde 1x108 
hasta 1x102 de izquierda a derecha por duplicado. Parte inferior: Ecuación de la recta de la curva de 
calibración para la detección RV (Con3-IT1). Para obtener los puntos se calculó despejando el valor de  X 
en la ecuación de la recta y el valor de Y se sustituyó por el valor de la Ct de cada dilución desde 1x102 
hasta 1x108. Luego se calculó el valor de R y la eficiencia de la qPCR. 
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Al analizar la curva de disociación con estos primers (Figura 30), se observó que 
todos los amplicones se disociaron arriba de los 80ºC, mostrando la banda de 
amplificación esperada de 345 pb para la detección de RV en el pool de muestras por 
estación del año.  
 
Figura 30.  Curva de disociación de los productos obtenidos por qPCR para la detección de Rotavirus  
(Con3-IT1) 
 
Los resultados de la carga viral se obtuvieron mediante la cuantificación de 
copias por reacción del control positivo y los pool de muestras con la ecuación de la 
recta de la curva de calibración y se dividió en la cuarta columna entre los litros de 
muestra analizados, donde se analizó 1-Litro de muestra con 1-mL de muestra positiva a 
RV y 12 litros del pool de muestras de primavera, ya que una no se pudo tomar por 
cuestiones no seguras para la toma de muestras, y 11 litros durante el verano, ya que 2 
de los arroyos que se muestrearon se secaron, tal y como se muestra en la tabla 23.   
 
 
Tabla 23. Cuantificación de copias virales en muestras positivas a RV. 
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Las muestras positivas a RV se enviaron a secuenciar para corroborar su 
identificación.  En la Figura 31 se muestra el árbol filogenético de las muestras positivas 
a RV, donde RJ03 corresponde a la muestra positiva durante el verano y RP08 a la 
muestra positiva durante la primavera.  El árbol filogenético de la Figura 31 muestra que 
las muestras positivas son idénticas entre sí y corresponden al genotipo P[8] de 
rotavirus.   
 
Figura 31. Análisis filogenético de las secuencias de RV por qRT-PCR. RJ06 corresponde a la muestra 
positiva de verano. RP08 corresponde a la muestra positiva de primavera. El resto de las secuencias 
corresponden a secuencias que se encuentran en el Gen-Bank determinadas como Norovirus.  
 
 
 
8.1.17 Detección de Norovirus (JV12 y JV13). Pool de muestras 
Para la detección de Norovirus se usaron los primers JV12 y JV13. La ecuación 
de la recta de la curva de calibración de los resultados, se obtuvo una eficiencia del 
103.7%. Según Gunson y colaboradores (2006) la eficiencia puede oscilar de 85% a 
110%.  La pendiente tuvo un valor de -3.23, encontrándose dentro de los estándares 
según lo describen Ward y colaboradores (2013) de entre -3.18 a -3.45 (Figura 32).  En 
la parte inferior de la Figura 32 se observa la curva de disociación donde los amplicones 
se disociaron hasta los 80ºC, indicando ser los amplicones esperados.  
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Figura 32. Detección de NV por RT-qPCR (JV12-JV13). Parte superior: Esquema de la ecuación de la 
recta de la curva de calibración para la detección NV. Para obtener los puntos se calculó despejando el 
valor de  X en la ecuación de la recta y el valor de Y se sustituyó por el valor de la Ct de cada dilución 
desde 1x102 hasta 1x108. Luego se calculó el valor de R y la eficiencia de la qPCR. Parte inferior: Curva 
de disociación de los productos de qPCR.  
 
 
 
Con la anterior curva de calibración se analizaron los pool de muestras por 
estación del año, obteniendo resultados positivos para las épocas de otoño y verano.  Las 
muestras positivas para NV en el verano amplificaron a 39 ciclos (Ct=39) y en el otoño a 
32 ciclos (Ct =42), al igual que el control positivo (Ct=32) (Figura 33). 
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Figura 33.  Muestras positivas a Norovirus por RT-PCR tiempo real (JV12 y JV13). Parte superior la 
amplificación del control positivo (■), control negativo (▼), el pool de muestras de otoño en rombo (♦) y 
el pool de muestras de verano en rombo transparente. Parte inferior la curva de disociación de los 
productos obtenidos. 
 
El total de copias virales que se detectaron en los pool de muestras de verano, 
otoño y el control positivo se muestra en la tabla 24.  En la columna dos se muestran las 
copias virales, en la tres los litros analizados y en la última las copias virales por litro de 
muestra.  El control positivo tuvo el mayor número de copias por litro de muestra, 
mientras que en el verano se detectaron 9 copias por litro y en el otoño se lograron 
detectar 388 copias de norovirus por litro de muestra.   
 
 
Tabla 24. Cuantificación de copias virales en muestras positivas a NV. 
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Los productos de qRT-PCR positivos a norovirus se enviaron a secuenciar para 
corroborar la identificación.  En la Figura 34 se muestra el árbol filogenético de las 
secuencias positivas a NV, donde NO26 corresponde a la muestra positiva de otoño y la 
NP24 corresponde a la muestra positiva durante el verano.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34. Análisis filogenético de las secuencias de NV por qRT-PCR. NO26 corresponde a la muestra 
positiva de otoño. NP24 corresponde a la muestra positiva de verano. El resto de las secuencias 
corresponden a secuencias que se encuentran en el Gen-Bank determinadas como Norovirus.  
 
Diseño del generador de cloro por electrólisis 
Se diseñó un prototipo económico para generar cloro germicida con agua, sal de 
mesa y electricidad de bajo voltaje. Se utilizó un tubo de PVC  de 11/2" acoplado a una 
tapa  hembra para tubo de PVC de la misma medida y se perforó el fondo para insertar 
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un cople de inserción de poliducto cerrado con un tapón de hule y sellado con cemento 
para PVC. Dos electrodos de grafeno se insertaron en la parte inferior del prototipo para 
dirigir que la reacción se lleve cabo en el fondo.  La altura del prototipo fue de 22 cm y 
los tubos de PVC tuvieorn un grosor de 11/2" (Figura 35). 
 
Figura 35. Prototipo del generador de cloro por electrólisis. A) Sistema del generador de cloro por 
electrolisis. B) Fuente de poder de variación de voltaje para pruebas de laboratorio. C) Electrodos de 
grafeno en la base de la tapa hembra. D) Vista interior del prototipo al final los electrodos de grafeno. E) 
Cople de inserción de poliducto y tapón de hule. F) Prototipo del generador de cloro.  
Evaluación de la efectividad del generador de cloro 
Para la estandarización de la energía del prototipo generador de cloro se 
evaluaron tres diferentes voltajes (9.5, 10.5 y 12 V) y se analizó la efectividad del 
voltaje contra la concentración de cloro generado, con un análisis estadístico de 
ANOVA con modelo lineal general y comparación mediante el método de Tukey. El 
análisis describe que hay diferencias significativas (p=0.002) en la generación de cloro 
(g/L) y el voltaje utilizado con un valor de n=10 por cada voltaje analizado. En la 
comparación por el método de Tukey no se observó diferencia entre 10.5 y 12 V, sin 
embargo, entre 9.5 contra 10.5 y 12 V si hay diferencias significativas; siendo menor la 
concentración de cloro generada a 9.5 V con una media de 11.72 g/L comparada con la 
media observada cuando se utilizó 10.5 V fue de 19.19 g/L y para 12 V una media de 
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18.1 g/L. En la Figura 36 se describen las diferencias de medias para la concentración de 
cloro (g/L) a diferentes voltajes con intervalos de confianza de 95% de Tukey. 
 
 
Figura 36. Análisis del generador de cloro. Voltaje vs [Cloro] en g/L.  Se muestran los intervalos entre los 
voltajes analizados, si el intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente 
diferentes. 
 
En un segundo análisis de llevó a cabo la comparación de la cantidad requerida 
de sal de mesa en gramos (18 g y 36 g) contra la generación de cloro (g/L).  Este análisis 
se llevó a cabo mediante una prueba de t  de student de 2 muestras.  Donde se observó 
que hay diferencias significativas (p=0.002) entre la concentración de sal para generar 
cloro con un valor de n=10 cada una.  Cuando se usaron 18 g  de sal de mesa, se obtuvo 
una media de 11.72 g/L con una desviación estándar de 2.4, mientras que al utilizar 36 g 
se obtuvo una media de 23.10 g/L con una desviación estándar de 4.9.  Estos datos 
demuestran que la generación de cloro aumenta proporcionalmente en función a la 
cantidad de sal añadida en nuestro sistema.  Sin embargo, la reacción a 36 g de sal 
genera mucha energía en forma de calor y se derrite el pegamento del prototipo, por lo 
que se decidió utilizar una cantidad de sal de 18 g, que es aproximadamente una 
cucharada sopera de sal de mesa, lo que permitiría a los usuarios un manejo más 
amigable con el prototipo. 
En un tercer análisis se evaluaron dos tratamientos con el cloro generado a dos 
tiempos de desinfección (15 min y 60 min) contra las UFC/mL que se obtuvieron 
después del tratamiento; el tiempo de desinfección hace referencia al lapso que  
transcurrió una vez agregado el cloro generado en el agua de prueba hasta realizar el 
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análisis de mesófilos aerobios.  Los resultados del análisis demostraron que si hay 
diferencias significativas entre el tiempo de desinfección y la concentración en UFC/mL 
(p=0.032) con una n=10 por cada tiempo de desinfección.  La media en UFC/mL para 
15 min fue de 54.8 y para 60 min 14.3. En base a estos resultados, el mejor tiempo de 
desinfección con el cloro generado del prototipo fue de 60 min, en comparación con el 
cloro comercial que es de 15 min. 
Finalmente, la evaluación total del prototipo se llevó a cabo mediante el 
%RBMA; se calculó la media aritmética de las pruebas de agua sin tratar menos la 
media aritmética de agua tratada, entre la media aritmética de agua sin tratar por 100.  
En la tabla 25 se muestran las  pruebas que se realizaron por triplicado y se calcularon 
las medias aritméticas de la concentración del cloro (g/L) y de la cantidad de mesófilos 
aerobios del agua de prueba sin tratamiento y del agua de prueba con tratamiento, con 
estos datos se calculó el porcentaje de reducción bacteriana de mesófilos aerobios. Se 
observó que todos los tratamientos tuvo un %RBMA arriba del 99%; en la NOM-244-
SSA1-2008 se establece que una prueba de potabilidad aceptable es cuando el %RBMA 
es igual o mayor a 95% para organismos mesófilos aerobios, por lo que se logró un 
índice de potabilidad aceptable en nuestro generador de cloro a base de sal de mesa 
(Diario Oficial de la Federación, 2008).  
El generador de cloro por electrolisis se estandarizó con 18 g de sal de mesa en 
200 mL de agua con energía de 12 V esto es importante porque equivale actualmente a 
lo que genera una mini celda solar. El costo del generador se calculó con un valor de 
$250.00 (Doscientos cincuenta pesos 00/100 M.N) a la fecha, incluyendo la celda solar 
de 12.5 V.  En total. el prototipo funcionó en 125 corridas que generaron 23 L de cloro a 
base de sal de mesa 
 
Tabla 25. Evaluación de la efectividad del generador de cloro. 
Voltaje Sal 
(g) Agua 
Cloro 
(g/L) 
Tiempo de 
desinfección  
(7 mL) 
Mesófilos aerobios 
(UFC/mL)  sin 
tratamiento 
Mesófilos aerobios 
(UFC/mL) con 
tratamiento 
%RBMA 
9.5 V 18 g 200 mL 11.75 60 min 125,400 0 99.9% 
9.5 V 36 g 200 mL 23.1 60 min 71,820 0 99.9% 
12 V 18 g 200 mL 18.1 15 min 940,500 14.3 99.9% 
10.5 V 18 g 200 mL 20.1 15 min 1,379,400 54.8 99.9% 
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Diseño del prototipo de membranas de ultrafiltración 
Para el diseño del filtro a base de membranas de ultrafiltración se utilizaron 
membranas comerciales marca Yoeven®, colocados en un tubo de PVC cédula 40 de 2” 
sellados con epóxico avalado por la FDA conectados en los extremos a conexiones 
hembras de 2” de diámetro, las cuales sirvieron para unirse a una conexión macho que se 
acopló a un cubeta de plástico como recolector de agua sin tratar (Figura 37 A). 
Cuarenta membranas fueron colocadas de un extremo a una tapa de 2” con perforaciones 
exactas para el diámetro de cada membrana, selladas  a la tapa con el epóxico (Figura 37 
B).  En la parte inferior del filtro las membranas de ultrafiltración se sellaron y fijaron a 
una tapa, con el fin que no hubiera filtración de agua contaminada hacia dentro tubo de 
PVC (Figura 37 D). A un costado del tubo de PVC se realizó un orificio donde se colocó 
una llave o tubo colector para dar salida al agua tratada (Figura 37 C).  
 
Figura 37. Prototipo del filtro con membranas de ultrafiltración. A) Vista completa del filtro B) Parte 
anterior del filtro. C) Tubo colector. D) Parte posterior del filtro. 
 
Se construyeron 3 prototipos de la misma manera, para evaluar su 
reproducibilidad y se compararon por triplicado con un filtro control familiar de 5L 
(LifeStraw, Suiza) 
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Evaluación del prototipo de membranas de ultrafiltración. 
La evaluación del prototipo con membranas de ultrafiltración se llevó a cabo 
mediante el %RBMA; se calculó la media aritmética de las pruebas de agua sin tratar 
menos la media aritmética de agua tratada, entre la media aritmética de agua sin tratar 
por 100.  En la tabla 26 se muestran las  pruebas que se realizaron por triplicado para el 
control y tres prototipos construidos de la misma forma, la cantidad de mesófilos 
aerobios del agua de prueba sin tratamiento y del agua de prueba con tratamiento, con 
estos datos se calculó el porcentaje de reducción bacteriana de mesófilos aerobios. Se 
observó que todos los tratamientos tuvo un %RBMA arriba del 99%; en la NOM-244-
SSA1-2008 se establece que una prueba de potabilidad aceptable es cuando el %RBMA 
es igual o mayor a 95% para organismos mesófilos aerobios, por lo que se logró un 
índice de potabilidad aceptable en nuestro prototipo de membranas de ultrafiltración 
(Diario Oficial de la Federación, 2008).  
 
Tabla 26. Evaluación del prototipo de membranas de ultrafiltración. 
Filtros Repeticiones Mesófilos 
aerobios 
(UFC/mL)  sin 
tratamiento 
Mesófilos 
aerobios 
(UFC/mL) con 
tratamiento 
%RBMA 
Control  1 456,000,000 0 99.9% 
Control 2 4,000,000 0 99.9% 
Control  3 100,000 0 99.9% 
Filtro 1 1 720,000 0 99.9% 
Filtro 1 2 330,000 0 99.9% 
Filtro 1 3 100,000 0 99.9% 
Filtro 2 1 1,000,000 48 99.9% 
Filtro 2 2 6,000,000 0 99.9% 
Filtro 2 3 15,000,000 4 99.9% 
Filtro 3 1 1,100,000 0 99.9% 
Filtro 3 2 3,100,000 0 99.9% 
Filtro 3 3 3,300,000 0 99.9% 
 
El prototipo de membranas de ultrafiltración tuvo un costo total de 
aproximadamente $750.00 (Setecientos cincuenta pesos 00/100 M.N.) incluyendo la 
cubeta que se usa como depósito. 
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9 DISCUSIÓN 
La cascada de Basaseachi es la segunda cascada más alta (807 pies de altura) en 
México y se encuentra en el Parque Nacional Cascada de Bassaseachic en el Cañón de 
Basaseachi en la región de Barrancas del Cobre en el noroeste de México, cerca de 
Creel, Chihuahua.  En esta área se ha observado brotes diarreicos entre los habitantes, 
los cuales carecen de acceso a agua potable y no disponen de un sistema de drenaje 
apropiado. Por desgracia, no se dispone de datos oficiales clínicos debido a la pobreza y 
las deficiencias en los análisis de muestras entre los habitantes que presentan diarrea. 
Por otra parte, las instalaciones médicas son insuficientes y los tratamientos con 
antibióticos convencionales no son muy eficaces para controlar la diarrea. Como 
resultado, las personas más enfermas (con cuadros de diarrea aguda) deben atenderse en 
otros hospitales cercanos para obtener la atención médica adecuada, siendo más difícil 
de obtener los datos clínicos entre los habitantes de Basaseachi.  Estos brotes diarreicos 
han llevado a evaluar la contaminación del agua, además de los microorganismos 
responsables que puedan estar relacionadas con dichos brotes, además de determinar si 
los microorganismos presentes son resistentes a los antibióticos recomendados para el 
control médico de diarreas (proyecto aprobado por la Comisión Nacional de Áreas 
Naturales Protegidas CONANP/DR03/08/PN01/PROCODES/1259/13). El objetivo del 
presente estudio fue identificar las poblaciones y los perfiles de resistencia a los 
antibióticos de bacterias coliformes presentes en el río Basaseachi y corrientes dentro del 
parque, para detectar la contaminación microbiana que pueden ser resistentes a los 
tratamientos farmacológicos convencionales. Las muestras se colectaron cerca de los 
asentamientos rurales, incluyendo el pozo cascada y el mirador del Parque Nacional 
Bassaseachic Falls. 
 
Análisis de pH y conductividad: El pH de las muestras de agua se vio 
principalmente afectado durante el verano en la mayoría de las muestras, observándose 
una elevación del pH de las muestras. En ríos y arroyos de agua dulce este tipo de 
variaciones de alcalinidad afecta directamente a las especies nativas, en este caso la 
trucha (Rivera et al., 2004). 
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En el estudio de conductividad ninguna de las muestras mostró mayor cantidad 
de iones disueltos que lo que marca la norma.  Durante las estaciones del año 2013, se 
observó que durante la primavera y el verano se obtuvieron los valores más altos de 
conductividad, todo lo contrario durante el otoño y el invierno, a excepción de la 
muestra 11 que mantuvo una conductividad alta durante el otoño; cabe señalar que todas 
las muestras se encuentran bajo un rango adecuado de concentración de sales.  Estos 
resultados concuerdan con los de Dorador y colaboradores (2003) quienes encontraron el 
más bajo valor de conductividad durante los meses de septiembre y los más altos durante 
mayo.  
 
Análisis fisicoquímico. Muestreo de Primavera: Los valores de alcalinidad del 
agua se encuentran dentro de los estándares de calidad, según la norma oficial mexicana 
NOM-042-SSA1-1993.  La alcalinidad nos sirve como buen indicativo para saber si es 
viable la vida acuática, siendo el máximo permisible de 300 mg/L (Diario Oficial de la 
Federación, 1993).  La dureza presentó un valor medio de 11.2 mg/L que corresponde a 
dureza intermedia, considerada medianamente productiva (entre 10 y 25 mg/L).  Esta 
clase de cuerpos de agua posee una flora y una fauna variadas, pero son menos 
productivas en términos de biomasa (Posa et al., 2000). 
 
Análisis fisicoquímico. Muestreo de Verano: Durante el verano el pH aumentó 
considerablemente en la mayoría de las muestras de agua.  La alcalinidad se relaciona 
directamente con las variaciones bruscas de pH, y su estabilidad está dada por la 
presencia de lo que se conoce como reserva alcalina o sistema tampón, que depende 
directamente de las aguas de carbonato y bicarbonato (Rivera et al., 2004). 
 
Análisis fisicoquímico. Muestreo de Otoño e Invierno: Para el análisis 
fiscoquímico de otoño y verano se observó que todos los parámetros permanecieron 
normales.  La restitución de los parámetros analizados hasta la normalidad durante la 
época de otoño, probablemente está dada por la gran cantidad de lluvias que se 
presentaron atípicamente en el año 2013 en esta época.  En esta época los valores 
elevados de alcalinidad que se presentaron durante el verano se ven contrarrestados por 
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las lluvias, ya que son ácidas debido a la contaminación atmosférica, que puede llegar 
hasta un pH de 4 (Fraga, 1976). 
 
Conteo de coliformes fecales y coliformes totales en agua: La búsqueda de 
coliformes como indicadores de contaminación fecal, ha sido una práctica establecida 
desde finales del siglo XIX; en 1895 se propuso la prueba de E. coli como índice para 
determinar la potabilidad del agua, marcando así el comienzo de los coliformes como 
indicadores patógenos (Gesche et al., 2003).  Davino y colaboradores (2015) reportaron 
resultados similares en un estudio en la playa de Jatiúca, Brasil, donde la cantidad de 
coliformes fecales aumentó durante las épocas de lluvia comparada con las épocas secas. 
De igual forma nuestros resultados concuerdan con los Becerra y Botello (1995) quienes 
encontraron que durante la época de lluvia en otoño en Chantuto Panzacola, Chiapas 
induce una disminución de la temperatura, lo que favorece el establecimiento de 
coliformes, tanto fecales como totales. 
Nuestros resultados también concuerdan con el estudio en la franja litoral de 
Bahía Banderas por Cortés-Lara (2003) donde se determinó una variación de bacterias 
coliformes de 3 hasta 24,000 NMP/100 mL y ellos describen que los valores reportados 
son evidencia de contaminación fecal en el sistema y que probablemente se atribuyan a 
las aguas de desecho doméstico, granjas, chiqueros y restaurantes que no cuentan con 
medios de sanidad. Refieren también que es importante tomar en consideración estos 
valores tan altos, ya que a concentraciones mayores a 1,000 NMP/100mL hay un 50% 
de probabilidad de encontrar Salmonella spp. 
Estos resultados nos dan un indicativo que la cantidad de contaminantes 
sanitarios que se están desechando en los efluentes exceden la capacidad de los mismos.  
Para estos datos se tomó en cuenta la población existente y la actividad agropecuaria del 
municipio de Ocampo, donde los datos más recientes reportados por el INEGI hasta el 
2007, describen que hay 6,730 cabezas de ganado vacuno, 1,160 cabezas de ganado 
equino, 876 de ganado porcino, 146 de ganado ovino y 9,725 aves de corral, y no se 
registraron corrales de crianza, sino que estos se encuentran dispersos por todo el 
municipio (2,037 Km2).  En comparación con el estudio de Gutiérrez y colaboradores 
(2008), donde también se analizaron la calidad de agua través del NMP, ellos 
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encontraron una relación de la presencia de coliformes con la actividad agropecuaria en 
un estudio en el municipio de Delicias, Chih., ya que en este municipio se encuentran 
establecidas 60,064 cabezas de ganado en una extensión total de tierra de 335.40 km2 
(INEGI, 2007).  En ese estudio observaron medias de 1,729.99 NMP/100mL para 
coliformes totales y 814.18 NMP/100mL, valores más pequeños que los calculados en 
este trabajo, donde cuantificamos medias de 5,742.30 NMP/100mL para coliformes 
totales y 3,948.25 para coliformes fecales, a pesar de que la cantidad de cabezas de 
ganado por Km2 es menor en el área de nuestro estudio, lo que nos permite inferir que la 
mayor parte de la contaminación proviene de la sobre-población que habita cerca o 
dentro del PNCB. 
 
Caracterización Microbiológica: De los géneros y especies que se encontraron 
durante la caracterización microbiológica, se encontraron géneros como Escherichia que 
es un indicador de contaminación fecal de agua (Gesche et al., 2003); la presencia de 
Shigella spp., está estrictamente asociada a patógenos humanos y se ha visto asociada 
con contaminación fecal (Van de Bogaard y Stobberingh, 2000).   
Se seleccionó un total de 33 cepas Gram negativas (gamma-Proteobacteria) que 
mostraron diferencias macroscópicas y microscópicas, para identificar las poblaciones 
de enterobacterias presentes en las cataratas del río Bassaseachic del parque. Los 
análisis de identificación bioquímica las agruparon en 16 diferentes géneros y especies 
de las familias Enterobacteriaceae, Pasterurellaceae, Vibrionáceas y Moraxellaceae 
(Tabla 27). Los aislamientos seleccionados identificados en el presente estudio se 
presentan comúnmente en agua en los países en desarrollo donde se han reportado los 
brotes epidémicos (Ashbolt, 2004; Gesche et al., 2003; Hassan et al., 2014), lo que 
explica los brotes de diarrea observados entre los habitantes de la cascada Basaseachi, 
sobre todo los niños. Las enfermedades gastrointestinales se asocian con la mayoría de 
los patógenos bacterianos encontrados en este estudio, y vinculados con la 
contaminación de aguas residuales para agua de pozo (tabla 27).  
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Tabla 27. Identificación de los aislamientos bacterianos del muestreo realizado en la 
Cascada Nacional de Bassaseachic durante el 2013 y referencias internacionales de la 
misma bacteria encontrada en cuerpos de agua y relacionada con brotes diarreicos. 
Familia Identificación y Referencia1 ID Sitio Estación 
Enterobacteriaceae 
Aeromonas hydrophila  
(Chester) Stanier 
(Agger et al., 1985) 
1 3 Otoño 
Citrobacter freundii  
Werkman & Gillen (Cabral, 2010; 
Abbott & Janda, 2011) 
2 2,5 
Verano-
Invierno 
Enterobacter cloacae  
Jordan/Hormaeche (Cabral, 2010) 
3 1,3,6 
Otoño–
Invierno 
Escherichia coli  
Escherich (Cabral, 2010) 
7 1,6,11,13 Todos 
Hafnia alvei Møller 
(Abbott & Janda, 2011) 
3 1,2,3 
Primavera-
Verano 
Klebsiella oxytoca  
Flügge/Lautrop (Cabral, 2010) 
4 1,8,10,11 
Primavera-
Verano 
Klebsiella pneumoniae Uber 
(Cabral, 2010) 
1 11 Verano 
Salmonella spp. (Threlfall, 2002) 1 5 Otoño 
Salmonella enterica subsp. 
enterica serovar Paratyphi A 
(Ex Kauffmann & Edwards) Le 
Minor & Popoff 
(Cabral, 2010; Threlfall, 2002) 
2 1,12 
Primavera- 
Invierno 
Shigella sp. Castellani & 
Chalmers (Cabral, 2010) 
1 13 Primavera 
Tatumella sp. Hollis et al. 
(Janda & Abbot, 2006) 
1 13 Primavera 
Yersinia enterocolitica  
(Schleifstein & Coleman) 
(Thompson & Gravel, 1986) 
1 10 Primavera 
Pasterurellaceae Pasteurella multocida Pasteur 
(Poblete, 2009)2 
2 4,7 Primavera 
Vibrionaceae 
Vibrio cholerae  
Pacini (Cabral, 2010) 
2 11,12 
Verano-
Otoño 
Vibro parahemolyticus  
Fujino et al./Sakazaki et al. 
(Cabral, 2010) 
1 8.11 Verano 
Moraxellaceae 
Acinetobacter lwoffii  
Brisou & Prévot 
(Heéger et al., 2010) 
1 6 Invierno 
1Referencias de diarrea (incluyendo brotes diarreicos) por las bacterias que se encuentran en este 
estudio, relacionado con la contaminación de las aguas residuales de agua de pozo.  
2La infección está vinculado a una exposición de animales infectados, pero en los casos de 
bacteriemia, el 50% de los pacientes no tuvieron contacto con animales (Poblete, 2009) 
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El género Escherichia identificado, es un indicador de contaminación fecal en 
agua (Payment & Locas, 2011). E. coli es conocida como una bacteria comensal del 
intestino de humanos y animales vertebrados; hoy en día, los ambientes acuáticos son 
también un hábitat secundario donde algunas cepas también pueden sobrevivir (Berthe 
et al., 2013).  E. coli genera numerosos casos de enfermedades gastrointestinales en 
todo el mundo, a través de la ingestión de aguas contaminadas; entre los grupos 
patogénicos el más peligroso lo representa la E. coli entero-hemorrágica (O157:H7) 
(Michaine, 2003).   
 
Además, la presencia de Shigella spp., un patógeno estrictamente humano, 
también puede estar asociado con la contaminación fecal humana (Van den Bogaard & 
Stobberingh, 2000). Los patógenos bacterianos se consideran contaminantes del agua 
(contaminantes biológicos) debido a la escorrentía de las zonas urbanas y agrícolas, las 
fugas de alcantarillas y sistemas sépticos y derrames de aguas negras (Girones et al., 
2010).  
 La presencia de Salmonella sp. en agua y comida es considerada un riesgo en 
cuestión de salud pública; no es una bacteria común en ambientes acuáticos y es el 
agente que más frecuentemente causa gastroenteritis, ya que solo son necesarias de 15 a 
100 células bacterianas por mililitro (Sidhu y Toze, 2009). 
 
Yersinia también se ha visto asociada con contaminación de comida y agua, 
además de estar relacionado a brotes epidémicos. Klebsiella spp., son bacterias 
nosocomiales oportunistas y solamente K. pneumoniae y K. oxytoca son patógenos para 
humanos; los brotes que se generan en los hospitales son regularmente causados por una 
nueva cepa de Klebsiella sp. con perfil de multiresistencia (Podschun et al., 2001). 
 
Por otra parte también se encontraron bacterias ambientales, tales como 
Acinetobacter lwoffi que es comúnmente aislada de alimentos comprimidos. Aeromonas 
hydrophila causa enfermedades a peces pero en los últimos años se ha visto que es capaz 
de ser patógeno oportunista, sobre todo en enfermedades gastrointestinales en la diarrea 
del viajero y gastroenteritis pediátrica (Carriero et al., 2016).  Tatumella sp. es aislada 
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regularmente de muestras de suelo (Hollis et al., 1981).  Por otra parte Hafnia alvei ha 
sido aislado de mamíferos, aves, reptiles, peces, suelo, agua y también de muestras de 
aguas residuales, ésta bacteria entérica no es considerada como patógeno para humanos 
y en muy raros casos se ha presentado como oportunista (Miranda y Zemelman, 2002). 
 
Perfil de resistencia a antibióticos: En el perfil de resistencia a antibióticos en la 
categoría de aminoglucósidos se observó que solamente una cepa (17) presentó 
resistencia a amicacina, dos cepas (19 y 22) resistencia intermedia a tobramicina y 
amicacina respectivamente y ninguna presentó resistencia a gentamicina. Los amino-
glucósidos son ampliamente utilizados en la práctica clínica contra bacilos Gram 
negativos aerobios; se ha visto en varios estudios que este tipo de antibióticos genera 
nefrotoxicidad y ototoxicidad por lo que se ha sugerido utilizar mono-dosis, en su 
mayoría en infecciones en vías urinarias y muchas veces se utilizan en infecciones 
graves en conjunto con betalactámicos (Pualomino y Pachón, 2003).  
 
Para la categoría de carbapenems se observó que ninguna de las cepas presentó 
resistencia total a estos, mientras que las cepas 8 y 22 presentaron solamente resistencia 
intermedia, estos resultados concuerdan con lo reportado por Bonfiglio  y colaboradores 
(2002), donde reportan la presencia de enzimas degradadoras de estos antibióticos 
todavía muy baja. Los carbapenems son antibióticos β-lactámicos con amplio espectro 
de actividad bactericida, caracterizados por la presencia de un anillo β-lactámico con un 
carbono en lugar de un azufre en la posición 4 del anillo tiazolidínico, los carbapenems 
son reconocidos por ser muy resistentes a las betalactamasas (Birnbaum et al., 1985). 
 
Se ha visto una resistencia natural de C. freundii, E. cloacae y Y. enterocolítica 
para las cefalosporinas de primera generación (Navarro et al., 2010).  Sin embargo, las 
cepas 16, 17, 21, 22 y 31, identificadas como E. coli, K. oxytoca y V. cholerae, también 
presentaron resistencia a las cefalosporinas de primera generación como la cefazolina y 
son utilizadas para el tratamiento de infecciones urinarias complicadas e infecciones 
abdominales, además de ser útiles en la profilaxis en cirugía (histerectomía, cirugía 
valvular, cirugía cardiaca, cesárea y colicistectomía). La cefuroxima es una 
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cefalosporina de segunda generación y es muy útil en los tratamientos donde se ve 
implicado Haemophilus influenzae (Maguiña et al., 2006).   
 
En la tabla 22 se observa que las cepas 9, 17, 22 y 33, que corresponden a C. 
freundii, E. coli, K. oxytoca y E. cloacae, presentaron resistencia contra cefalosporinas 
de tercera generación como la cefotaxima, que se utiliza para el tratamiento contra 
microorganismos Gram positivos y es muy efectiva.  La ceftazidima se usa ampliamente 
contra infecciones causadas por Pseudomonas spp.  La ceftriaxona ayuda mucho en las 
infecciones adquiridas en la comunidad, ya que su dosis es única por día y se ha usado 
en la enfermedad de Lyme y en enfermedades de transmisión sexual.  Las cefalosporinas 
de tercera generación pueden penetrar el líquido cefalorraquídeo y se utilizan 
ampliamente en el tratamiento de meningitis (Klein y Cunja, 1995). 
 
En el presente estudio solamente la cepa 22 correspondiente a Klebsiella oxytoca, 
presentó resistencia al cefotetan. Las cefamicinas como el Cefotetan son parecidas a las 
cefalosporinas con la diferencia que tienen un grupo metoxi en el ácido 7-
aminocefalosporánico, este tipo de antibióticos es utilizado como profilaxis en las 
operaciones colono-rectal (Itani et al., 2006).  
 
En la tabla 22 se observa que dos de las cepas de E. coli (18-19) presentaron 
resistencia total a las fluoroquinolonas, mientras que las cepa de E. coli (17) y de K.  
oxytoca (22) presentaron resistencia intermedia. Las fluoroquinolonas son antibióticos 
sintéticos de amplio espectro, actúan por la inhibición de DNA girasa y topoisomerasa  
IV.  Se utilizan para las infecciones del tracto genito-urinario y funcionan muy bien 
contra Gram negativos (Leyva y Leyva, 2008). 
 
Las cepas 1, 17, 18 y 19 correspondientes a A. hidrophyla (1) y E. coli 
presentaron resistencia a trimetroprim-sulfametoxazol.  Las sulfonamidas son análogas 
del ácido p-aminobenzóico y su espectro es amplio tanto para Gram-negativos como 
para Gram-positivos, son bacteriostáticos e interfieren en la formación de ácido fólico, 
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actuando como inhibidores competitivos del ácido p-aminobenzóico (Brugueras y 
García, 1999). 
 
El Aztreonam es un monobactámico derivado del Chromobacterium violaceum, 
es un betalactámico monocíclico, su actividad se parece a la de los aminoglucósidos y es 
muy activo frente la gonorrea y H. influenzae.  Es muy bien tolerado por el organismo 
humano y no genera reacción cruzada en sujetos alérgicos a las penicilinas y 
cefalosporinas. La mayoría de los microorganismos Gram-positivos anaerobios son 
resistentes al aztreonam (Bush et al., 1982). En el presente estudio 2 cepas de E. coli (16 
y 17) y una de K. oxytoca (22) presentaron resistencia al aztreonam; mientras que la 
cepa 9 de C. freundii presentó resistencia intermedia. 
 
Las penicilinas inhiben selectivamente diferentes pasos en la síntesis del 
peptidoglicano de casi todas las bacterias excepto los Mycoplasmas (Tipper y 
Strominger, 1965). Klebsiella, C. freundii, E. cloacae, Hafnia alvei y Yersinia 
enterocolítica son cepas que presentan resistencia intrínseca o natural a ampicilina 
(Navarro et al., 2010). En el presente estudio las cepas de E. coli que presentaron perfil 
de resistencia, mostraron resistencia a por lo menos una de las penicilinas solas o 
combinadas.  
 
En el presente trabajo la cepa C. freundii (9) presentó resistencia a cefepime.  En 
el 2013, Kumar y colaboradores reportaron que C. freundii había sido resistente a 
ticarcilina-ácido clavulánico, piperacilina-tazobactam, cefalosporinas de primera, 
segunda y tercera generación, gentamicina, tobramicina, mientras que todavía podrían 
ser considerados como agentes antimicrobianos efectivos cefepime, imipinem y 
meropenem. 
 
Magiorakos y colaboradores (2012) describieron la clasificación de cepas con 
patrones de multirresistencia y definieron como cepas multirresistentes (MDR, por sus 
siglas en inglés) aquellas que presentaran resistencia a por lo menos 1 antibiótico en 3 
categorías diferentes (Tabla 22); y extremadamente resistentes (XDR, por sus siglas en 
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inglés) a todas aquellas cepas que tuvieran resistencia a toda clase de antibióticos. En el 
presente trabajo se aislaron 5 bacterias MDR (Tabla 22, representadas con un x), 2 de 4 
(2/4) aislamientos fueron identificados como K. oxytoca (21* y 22*), 2/7 E. coli (16*, 
17*), y 1/3 de E. cloacae (33*).  Estos patrones de resistencia a muchos antibióticos 
clave en tratamientos terapéuticos son considerados de riesgo para la salud pública. Se 
ha visto también que los brotes que se generan en los hospitales son regularmente 
causados por una nueva cepa de Klebsiella sp. con perfil de multirresistencia (Podschun 
et al., 2001).  En un estudio en el río Almendares, Cuba, también se identificaron cepas 
MDR de la familia Enterobacteriaceae (Graham et al., 2011). 
 
La distribución de este tipo de bacterias resistentes del agua de desagüe hacia el 
ambiente a través del agua podría representar una amenaza para el ambiente natural 
(Baquero et al., 2008).  Una gran variedad de antibióticos activos pueden ser 
descargados en cantidades considerables en forma de desagüe desde zonas 
sobrepobladas por humanos.  Las bacterias nativas pueden ser expuestas a estos 
antibióticos, particularmente a aquellos que son más resistentes en este tipo de ambientes 
tales como las fluoroquinolonas y tetraciclinas ya que son más estables (Larsson, 2014).  
En los últimos años se ha visto que el incremento en la tasa de microorganismos 
resistentes es un problema ecológico serio (Threlfall, 2002). 
 
Los resultados del estudio bacteriológico en este estudio demuestran que los 
patrones de resistencia a antibióticos detectados en los aislamientos de muestras de agua 
colectadas del PNCB podría ser la razón del control inefectivo de las enfermedades 
gastrointestinales en dicha localidad.   
 
Detección de Rotavirus y Norovirus por RT-PCR en tiempo real: Para la 
detección de rotavirus mediante PCR en tiempo real primero se utilizó el juego de 
primers CON2 y CON3 los cuales flanquean el gen de la proteína completa de VP8 de 
RV, con un tamaño esperado de 887 pb.  Con este juego de primers se observó una 
calibración ineficiente arriba del 110%  (Gunson et al., 2006).  De igual forma el valor 
de la pendiente que fue de -2.84 para este experimento también se encuentra por fuera de 
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los estándares donde de acuerdo a Ward y colaboradores (2013). A pesar de que la curva 
de disociación informó que los productos obtenidos corresponden con los esperados, 
debido a la calibración ineficiente se decidió utilizar otro juego de primers con un 
amplicon de menor talla molecular. 
 
Detección de Rotavirus (CON3-IT1). Pool de muestras: Con los juegos de 
primers Con3-IT1, se obtuvo una eficiencia del 99.6% y un valor de la pendiente de -
3.33, lo que nos permitió identificar copias virales de rotavirus durante la primavera y el 
verano, esto concuerda con lo reportado por Grassi et al. (2010), donde también reportan 
la presencia de RV en aguas superficiales en Otranto, Italia, particularmente durante la 
primavera.  Las muestras positivas a RV se enviaron a secuenciar para corroborar su 
identificación. El árbol filogenético que se muestra en la figura 31, muestra que las 
muestras positivas son idénticas entre sí y corresponden al genotipo P[8] de rotavirus; 
este genotipo es el usado comúnmente para formular las vacunas (Chieochansin, 2016). 
 
Detección de Norovirus (JV12 y JV13). Pool de muestras: Para la detección de 
Norovirus se obtuvo una eficiencia del 103.7% y un valor de la pendiente de -3.23, lo 
que nos permitió detectar Norovirus en muestras de verano y otoño. Estos datos 
concuerdan con los reportados por Cheng y colaboradores en el 2012, donde encontró 
Norovirus en el 75% de sus muestras durante el verano en agua proveniente de una 
planta tratadora en Irlanda.  
 
En el presente trabajo no se logró la detección de norovirus durante el invierno. 
Esto difiere con lo reportado con Kitajima y colaboradores en el 2009 donde la 
detección de norovirus en agua fue durante el invierno en agua de río en Japón. Cheng y 
colaboradores en el 2012 concuerdan con Kitajima, encontrando Norovirus en el 100% 
de sus muestras durante el invierno.  Estos datos se correlacionan con los picos de 
incidencia de Norovirus durante la temporada invernal (La Rosa, 2010).  
 
Los resultados del presente trabajo demuestran que en la actualidad es posible 
encontrar Norovirus durante el verano, ya que se ha observado que tiene un periodo de 
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sobrevivencia debido a factores como humedad y temperatura que propician un 
ambiente idóneo para que el virus persista por más tiempo (Rohayem et al., 2009). 
 
En cuanto a la genotipificación se encontró mediante análisis de secuenciación 
que las muestras encontradas durante el verano y el otoño son idénticas entre sí y 
corresponden a NV del genogrupo tipo II.  Este genogrupo, distribuido en todo el 
mundo, está asociado directamente con brotes epidémicos (Fongaro et al., 2015;  
Kitajima et al., 2009).   
 
En cuanto a la carga viral observada por temporada, se considera peligro para la 
salud pública debido a que solo se necesitan de 100 viriones para infectar a un individuo 
sano.  Por lo que es necesario que los pobladores de la zona tomen medidas de 
desinfección e higiene en el consumo de agua y alimentos, además de dar 
mantenimiento a sus letrinas (CDC, 2014). 
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10 CONCLUSIONES 
1. El estudio poblacional realizado demostró que más del 40% del total de las viviendas 
en las principales zonas rurales cerca o dentro del PNCB no cuentan con servicio de 
drenaje, siendo las que generan la mayor contaminación a los afluentes del mismo. 
2. Análisis fisicoquímicos de las muestras de agua mostraron que se vio afectada la 
alcalinidad durante el verano del 2013, pero los valores de otros parámetros además 
de composición iónica y metales pesados se encuentran dentro de los valores de 
norma oficial. 
3. El análisis de las muestras de agua reveló un aumento considerable de coliformes 
totales durante el verano o sequía, mientras que los valores más altos de coliformes 
fecales se detectaron en otoño del 2013, especialmente en aquellas colectadas de 
sitios cercanos a poblaciones rurales con el mayor número de habitantes.   
4. A partir de las muestras de agua que excedieron las normas mexicanas del NMP para 
coliformes fecales se aislaron 33 microorganismos de 16 géneros y especies 
diferentes asociados a enterobacterias patógenas para humanos, además de cepas 
nativas de ambientes acuáticos.  
5. El perfil de resistencia a antibióticos de las cepas aisladas, demostró que 5/33 cepas 
presentaron multirresistencia a por lo menos un antibiótico en más de tres categorías, 
esto se reporta como riesgo en cuestión de salud pública.  De estos aislados se 
observaron cepas como Hafnia alvei y Tatumella sp. con resistencia a  cefuroxima, 
ampicilina y ampicilina-sulbactam, por lo que se concluye que esto podría en un 
futuro representar riesgo en salud pública. 
6. En aguas naturales del PNCB se detectó Rotavirus durante la primavera y una co-
infección con Norovirus durante el verano. Norovirus también fue identificado 
durante el otoño del 2013.  
7. Se probó la efectividad del prototipo de uso casero para generación de cloro por 
electrolisis a base de sal de mesa y prototipo de membranas de ultrafiltración que 
actualmente podrían ser consideradas como nuevas opciones económicas para 
potabilizar agua en zonas rurales. 
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11 PERSPECTIVAS 
Es importante avanzar en el conocimiento científico de los consorcios 
microbianos naturales para impulsar su aplicación potencial al saneamiento y abasto de 
agua para consumo humano y uso doméstico, con un aprovechamiento sustentable de los 
recursos naturales en zonas rurales para fortalecer los esquemas de manejo de 
ecosistemas y su biodiversidad para su salud y el mantenimiento de las poblaciones. 
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13 APÉNDICE 
APÉNDICE I: Preparación de soluciones 
Buffer de corrimiento TBE 10X: Pesar en una balanza 60.5 g de Tris-base, 
disolver el soluto anterior en 500 mL de agua destilada en agitación constante. Adicionar 
30.5 g de ácido bórico, una vez disuelto, agregar 20 mL de EDTA 0.5M pH 7.9  
posteriormente se afora la solución a 1,000 mL con agua destilada.  Por último se 
esteriliza y se almacena a temperatura ambiente. 
Buffer de corrimiento TBE 1X: Colocar 30 mL de buffer corrimiento TBE 10X 
en una probeta de 500 mL y aforar hasta 300 mL con agua destilada. 
Buffer de fosfatos: Solución de trabajo: Tomar 1.25 mL de la solución 
concentrada y aforar a un litro, distribuir 9 mL en tubos de 10x100mm y esterilizar a 
121ºC± 1,0°C. Conservar en refrigeración 
Buffer de fosfatos: Solución madre o concentrada: Se pesaron 34 g de Fosfato 
de sodio monobásico y se disolvió en 500 mL de agua destilada, se ajustó el pH a 7.2 
con hidróxido de sodio 1 N y se aforó a un litro, se esterilizó en autoclave durante 15 
min a 121ºC± 1,0°C. Conservar en refrigeración 
Buffer de Lisis 5X de extracción de RNA por trizol: Para un volumen de 100 
µL colocar en un recipiente 65 µL de agua destilada, 25 µL de SDS (2.5%), 5 µL de 
EDTA (25 mM), 5 µL Tris a pH de 7.8 (50 mM) y al final agregar 1-µL de Proteinasa 
K.  No esterilizar en autoclave y conservar en refrigeración a 4ºC.  
Buffer STE (15% sacarosa, 50 mM Tris pH 7.9, 50 mM EDTA): Para 100 
mL de STE  pesar con exactitud 15 gramos de sacarosa, 0.121 g de Tris/HCl y 1.861 de 
EDTA, agregar 80 mL de agua bi-destilada ajustar el pH a 8.0 con NaOH y luego aforar 
a 100 mL con agua bidestilada, no esterilizar en autoclave.  
Buffer TAE 50x: Se pesan 242 g de Trizma-base y se disuelven en 500 mL de 
agua destilada.   Aparte se pesan 18.61 g de EDTA sal disódica y se disuelven en 80 mL 
de agua destilada, luego se ajusta el pH a 8 con NaOH 12 M y se afora a 100 mL, para 
tener una solución final de 100 mL de EDTA sal disódica 0.5 M a pH de 8.  Finalmente 
se mezclan el TRIZMA base con el EDTA y se adicionan 57.1-mL de ácido acético 
glacial y se afora a 1-L.   
120 
 
Buffer TBE 10x: Se pesan 108 gr de Trizma-base y 55 g de ácido bórico y se 
mezclan con 40 mL de EDTA 0.5 M a pH de 8, se afora a 1-L y se esteriliza en 
autoclave 15 min a 120ºC con una 1 atm de presión.  
Buffer TE a pH DE 8.0 (10 mM Tris pH 7.9, 1mM EDTA pH 8): Se pesan 
0.1576 gr de Tris-HCL y 0.03722 de EDTA y se disuelven en 80 mL de agua destilada.  
El pH se ajusta a 8.0 con NaOH 12 M y se afora a 100 mL con agua destilada. 
EDTA 0.5 M: Se pesan 18.61 gr de EDTA sal disódica y se disuelven en 80 mL 
de agua destilada, luego se ajusta el pH a 8 con NaOH 12 M y se afora a 100 mL. 
Hidróxido de sodio 0.5 M: Pesar 10 g de NaOH y hacer una suspensión en 500 
mL de agua destilada. 
Indicador de Rojo de Metilo: Pesar aproximadamente y con precisión 0,1 g de 
la sal de sodio del rojo de metilo y aforar a 100 mL con agua. 
Indicador negro de eriocromo T: Pesar aproximadamente 0,5 g de indicador 
negro de eriocromo T y agregar 100 g de cloruro de sodio. Triturar en mortero hasta 
formar una mezcla homogénea. Guardar en un frasco color ámbar. Esta mezcla se 
conserva en buenas condiciones para su uso durante un año. 
NaCl 5M: Se pesan 29.2 g de NaCl y se disuelven en 100 mL de agua destilada 
y se esterilizan  en autoclave 15 min, 120ºC a 1 atm de presión 
Preparación de la solución de EDTA 0.5M pH 7.9: Pesar en una balanza 
analítica 1.861 g de EDTA y añadir 8 mL de agua destilada. Ajustar el pH a 7.9 (si la 
solución esta básica adicionar gota a gota una solución 1:10 de HCl; si la solución esta 
acida adicionar gota a gota una solución 1:10 de NaOH). Aforar la solución a 10 mL, si 
se requiere preparar mayor cantidad seguir la misma relación. Esta solución no se 
esteriliza y se almacena a una temperatura de 4°C. 
SDS: Se pesan 10 g de SDS y se disuelven en 100 mL de agua destilada. 
Solución  buffer de fosfatos B (PBS B): Pesar en una balanza analítica 0.1 g de 
cloruro de calcio, diluirlo en 50 mL de agua destilada en agitación constante y aforar la 
solución a 100 mL con agua destilada. 
Solución amortiguadora de carga de Azul de Bromofenol 6X: Pesar en una 
balanza analítica 0.025 g de azul de bromofenol, colocar en un tubo cónico de 15 mL, 
añadir 3 mL de glicerol y  aforar la solución a 15 mL de agua inyectable. 
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Solución amortiguadora de carga de Naranja G 6X: Pesar en una balanza 
analítica 0.06 g de azul Naranja G, colocar en un tubo cónico de 50 mL, añadir 18 mL de 
Glicerol y  aforar la solución a 50 mL de agua inyectable. 
 Solución amortiguadora para medir dureza total en agua: Pesar 16,9 g de 
cloruro de amonio y disolver en 143 mL de amoniaco concentrado, añadir  1,25 g de sal 
de magnesio de EDTA y diluir hasta 250 mL con agua. Conservar la solución 
amortiguadora en un recipiente plástico o de vidrio; se debe desechar la solución cuando 
haya transcurrido más de un mes de su fecha de preparación o cuando al añadirse 1-mL 
o 2 mL a la muestra, ésta no pueda producir un pH de 10,0 ± 0,1. Tapar herméticamente 
para evitar pérdidas de amoniaco o adsorción de dióxido de carbono  
Solución buffer de fosfatos 1X (PBS 1X, Ca+ y Mg+): Colocar en una probeta 
10 mL de PBS A, adicionar 10 mL de PBS C y por último se colocan 10 mL de PBS B. 
Se afora la solución a 100 mL con agua destilada. No alterar el orden en que se 
adicionan las soluciones. 
Solución buffer de fosfatos A (PBS A): Pesar en una balanza analítica 0.8 g de 
cloruro de sodio, diluirlo en 50 mL de agua destilada en agitación constante, adicionar 
0.2 g de cloruro de potasio y 0.2 g de bifosfato de potasio, por último añadir 1.44 g de 
bifosfato de sodio bihidratado y aforar la solución a 100 mL de agua destilada. 
Solución buffer de fosfatos C (PBS C): Pesar en una balanza 0.1 g de cloruro 
de magnesio, diluirlo en 50 mL de agua destilada en agitación constante y aforar la 
solución a 100 mL de agua destilada. 
Solución de ácido clorhídrico (1:1): Tomar 100 mL de ácido clorhídrico y 
diluya en 100 mL de agua 
Solución de Ácido Clorhídrico 1M: Medir con una pipeta serológica 8.62 mL 
de HCl concentrado con 91-mL de agua previamente colocada en un vaso de 
precipitados. 
Solución de ácido sulfúrico (0,1N): Tomar cuidadosamente 3 mL de ácido 
sulfúrico concentrado y llevar a 1-L.  
Solución de ácido sulfúrico o ácido clorhídrico (0.1 N): Diluir 8.3 mL de ácido 
clorhídrico concentrado o 2.8 mL de ácido sulfúrico concentrado en 1-L con agua libre 
de CO2.  
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Solución de ácido sulfúrico o clorhídrico (0,02 N): Diluir 200 mL de ácido 
clorhídrico o ácido sulfúrico 0,1 N  a 1-L de agua.  
Solución de carbonato de calcio (1mg/mL): Pesar 1-g de carbonato de calcio 
anhidro en un matraz Erlenmeyer de 500 mL. Colocar un embudo en el cuello del 
matraz y añadir poco a poco el ácido clorhídrico (1:1)  hasta la solución total del 
carbonato de calcio. Añadir 200 mL de agua y llevar a ebullición durante unos minutos 
para eliminar el CO2. Enfriar, añadir unas gotas de indicador rojo de metilo y ajustar al 
color naranja intermedio por adición de amoniaco 3 N o ácido clorhídrico (1:1), según se 
requiera. Transferir a un matraz y aforar a 1L con agua. 
Solución de EDTA 0.01 M: Pesar aproximadamente y con precisión 3,723 g de 
sal disódica del ácido etilendiaminotetraacético dihidratada y disolver en agua y diluir a 
1L. Valorar con una solución de carbonato de calcio. 
Solución de Extracto de carne (1%-Glicina -Tween 80 pH 9): Pesar en una 
balanza analítica  15 g de extracto de carne, 18.8 g de Glicina y medir 1-mL de Tween 
80. En un matraz adicionar 800 mL de agua destilada. Ajustar el pH a 9.00 y aforar la 
solución en un litro con agua destilada.   
Solución de hidróxido de sodio (0,02 N): Transferir 200 mL de la solución de 
NaOH 0,1 N  y aforar en un matraz volumétrico con 1-L de agua.  
Solución de hidróxido de sodio (0,1 N): Pesar 4,0 g de hidróxido de sodio  
disolver y diluir a 1-L con agua.  
Solución de Hidróxido de sodio a 10M: Pesar en balanza analítica 40g de 
NaOH y adicionar 40 mL de agua para disolver. Agregar agua hasta completar el 
volumen de 100mL 
Solución de tiosulfato de sodio pentahidratado (0,1 M): Pesar 25,0 g de 
tiosulfato de sodio y diluir a 1-L con agua agregar 5 mL de cloroformo como 
preservador.  
Solución estándar de nitrato de plata (0,014N): Moler aproximadamente 5,0 g 
de cristales de nitrato de plata y secar a 100°C durante 2 h. Pesar aproximadamente y 
con precisión 2,4 g de los cristales pulverizados de nitrato de plata (ver inciso 5.1) 
disolverlos en aproximadamente 1-L. Valorar contra la solución patrón de cloruro de 
sodio 0,014N (ver inciso 5.10). 
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Solución fresca de lisis para MIDIPREP (0.2 M NaOH, 1% SDS): Para 100 
mL de solución pesar con exactitud un gramo de SDS y 0.8 g de NaOH y aforar con 100 
mL de agua destilada. No esterilizar en autoclave 
Solución indicadora de cromato de potasio (5%): Pesar aproximadamente y 
con precisión 50,0 g de cromato de potasio y disolver en 500 mL de agua y añadir 
solución patrón de nitrato de plata hasta que se produzca un precipitado rojo claro. 
Proteger la solución de la luz y dejar estabilizar durante 24 h después de la adición de la 
solución de nitrato de plata. Filtrar la solución para remover el precipitado y aforar a 1-L 
con agua.  
Solución indicadora de fenolftaleína: Pesar 5,0 g de fenolftaleína y disolver en 
500 mL de etanol, añadir 500 mL de agua con agitación constante. Filtrar si hay 
formación de precipitado.  
Solución indicadora de naranja de metilo: Pesar 0,5 g del colorante naranja de 
metilo y aforar a 1L con agua. Filtrar la solución fría para remover cualquier precipitado 
que se forme. O bien pesar 0,5 g de la sal de sodio y diluir a 1-L con agua, si es 
necesario filtrar cuando esté fría la solución. 
Solución patrón de Cloruro de Potasio 0,01mol/L: Diluir 100 mL de la 
solución de 0,1 mol/L con agua a 1 000mL a 25°C. La conductividad de la solución a 
25ºC es de 141 mS/m. 
Solución patrón de cloruro de sodio (0,014N): Secar aproximadamente 3,0 g 
de cloruro de sodio a 140ºC. Pesar aproximadamente y con precisión 824,1 mg de la sal 
seca disolver en agua y aforar a 1-L en un matraz volumétrico. 
Suspensión de hidróxido de aluminio: Pesar aproximadamente y con precisión 
125,0 g de sulfato de aluminio y potasio o sulfato de aluminio y amonio, y llevar a 1-L 
con agua. Calentar a 60ºC y añadir  55 mL de amoniaco lentamente y agitando. Permitir 
reposar la solución durante unas horas, decantar el agua sobrenadante y lavar el 
precipitado por adiciones sucesivas de agua, mezclando bien y decantando. Repetir el 
procedimiento anterior hasta eliminar el olor a amoniaco. Cuando está recién preparada, 
la suspensión ocupa un volumen aproximado de 1-L. 
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Tris 1 M  (pH 7.5 y pH 8): Se pesan 121.1 g de Trizma-base y se disuelven en 
800 mL de agua destilada, se ajusta el pH (pH 7.5 u 8 según sea el caso) con HCl 
concentrado y se afora a 1-L. 
Preparación de Nefélometro de MacFarland: En tubos limpios y estériles se 
prepararon 10 tubos con BaCl2 al 10% en combinación con H2SO4 al 1% según como lo 
indique tabla 26 (NOM-244-SSA1-2008) (Diario Oficial de la Federación, 2008). 
 
Tabla 27. Modo de preparación de nefelómetro de MacFarland. 
Solución de 
BaCI2 al 10% 
(mL) 
Solución de 
H2SO4 al 1% 
(mL) 
Escala de 
McFarland 
UFC 
millones/m 
0,1 9,9 4,0 300 
0,2 9,8 3,7 600 
0,3 9,7 3,5 900 
0,4 9,6 3,4 1 200 
0,5 9,5 3,3 1 500 
0,6 9,4 3,2 1 800 
0,7 9,3 3,15 2 100 
0,8 9,2 3,10 2 400 
0,9 9,1 3,04 2 700 
1,0 9,0 3,00 3 000 
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APÉNDICE II: Preparación de medios de cultivo 
Agar Nutritivo A y B: Cultivo y sub-cultivo de referencia: En la tabla 27 se 
muestra el modo de preparar el agar nutritivo A y B, para llevar a cabo la metodología 
de Método de prueba para evaluar la eficiencia en reducción bacteriana. (NOM-244-
SSA1-2008) (Diario Oficial de la Federación, 2008). 
 
Tabla 28. Preparación de medios para cultivos y sub-cultivos de referencia. 
 
 
Agar MacConkey: Suspender 50 g del medio en un litro de agua purificada. 
Mezclar bien hasta que se obtenga una suspensión uniforme.  Dejar reposar de 10 a 15 
min. Calentar suavemente agitando frecuentemente y hervir durante un minuto. 
Esterilizar en autoclave a 121ºC durante 15 min. 
Agar TCBS: Suspender 88 g del polvo en un litro de agua purificada. Mezclar 
perfectamente. Calentar agitando y hervir durante un minuto.  Enfriar a 45 – 50ºC y 
vaciar en placas Petri. No esterilizar en autoclave. 
Agua peptonada: Suspender 10 g de peptona de carne y 5 g de cloruro de sodio 
en un litro de agua destilada, mezclar bien y distribuir. Esterilizar en autoclave a 121ºC 
durante 15 min. 
Caldo con 2% de sal: Pesar 20 g de cloruro de sodio y disolver en un litro de 
agua destilada. Distribuir 10 mL de caldo en tubos. Esterilizar en autoclave a 121ºC de 
12 a 15 min. 
Caldo de Selenito: Rehidratar 23 g del medio en un litro de agua destilada. 
Reposar 10 a 15 min. Calentar agitando frecuentemente hasta completa solución. No 
sobrecalentar. Distribuir en tubos de ensayo estériles. No esterilizar en autoclave. 
Conservar en refrigeración de 2º a 8ºc. Puede presentarse un escaso precipitado color 
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naranja que no interfiere en el funcionamiento del medio. Es importante protegerlo de la 
luz. 
Caldo de soya tripticaseína con glicerol al 20%: Hacer una suspensión de 1.5 
g del polvo en un 40 mL de agua destilada, clarificar el medio, una vez frío agregar 10 
mL de glicerol. Distribuir en criotubos y esterilizar en autoclave a 121ºC pero no más de 
15 lbs de presión durante 15 min. Conservar refrigerado. 
Caldo de soya tripticaseína: Hacer una suspensión de 30 g del polvo en un litro 
de agua destilada, clarificar el medio. Distribuir en tubos en autoclave a 121ºC pero no 
más de 15 lbs de presión durante 15 min. 
Caldo de Tetrationato: Rehidratar 91.5 g del medio en un litro de agua 
destilada. Reposar 10 a 15 min. Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de 
ebullición durante 1-min para disolverlo por completo. Enfriar aproximadamente a 45ºC. 
Distribuir en tubos de ensayo estériles de 16x150 mm en volúmenes de 10 mL, agitando 
para homogeneizar el precipitado. No esterilizar en autoclave. Conservar en 
refrigeración de 2º a 8ºC. Antes de usarlo agregar a cada tubo 0.2 mL de una solución 
Yodo-yodurada agitando perfectamente. 
Caldo EC: Rehidratar 37 g del medio en un litro de agua destilada. Mezclar 
ligeramente el medio para disolver por completo. Esterilizar en autoclave a 121ºC de 12 
a 15 min. 
Caldo lactosado 1X: Suspender 13 g del polvo en un litro de agua purificada. 
Disolver y distribuir en tubos con campana de Durham. Esterilizar en autoclave a 121ºC 
de 12 a 15 min. 
Caldo lactosado 2X: Suspender 26 g del polvo en un litro de agua purificada. 
Disolver y distribuir en tubos con campana de Durham. Esterilizar en autoclave a 121ºC 
de 12 a 15 min. 
Caldo LB: Rehidratar 20 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 
15 min. Calentar agitando frecuentemente hasta completa solución. Distribuir en tubos 
de ensayo o en matraces Erlenmeyer. Esterilizar en autoclave a 121ºC (15 lbs de 
presión) durante 15-30 min. Conservar en refrigeración de 2º a 8ºC. 
Caldo Nutritivo: Rehidratar 23 g del medio en un litro de agua destilada. 
Reposar 10 a 15 min. Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullición 
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durante 1-min para disolverlo por completo. Esterilizar en autoclave a 121ºC (15 lbs de 
presión) durante 15 min. Enfriar aproximadamente a 45ºC. Vaciar en cajas de Petri 
estériles. Conservar en refrigeración de 2 a 8ºC. 
Caldo verde brillante: Suspender 40 g del polvo en un litro de agua. Distribuir 
en tubos en porciones de 10 mL  con campana de Durham cuando la muestra sea de 1-
mL o menos.  Si la muestra es más de 1-mL pesar 60 g de polvo en un litro de agua 
purificada disolver y distribuir en tubos con campana de Durham. Esterilizar en 
autoclave a 121ºC de 12 a 15 min. 
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APÉNDICE III: Interpretación de resultados 
NMP, tabla de cálculos: En la tabla 28  se puede obtener directamente el cálculo 
de NMP en tubos positivos con 3 repeticiones (PROY NMX-AA-042-SCFI-2005). 
Índice del NMP y límite confiable de 95 % para varias combinaciones de resultados 
positivos y negativos cuando se usan: 3 tubos con porciones de 10 mL, 3 tubos con 
porciones de 1-mL, 3 tubos con porciones de 0.1-mL (Diario Oficial de la Federación, 
2005). 
 
Tabla 29. Tabla de combinación de tubos positivos para calcular NMP  
 
 
Interpretación de puntos de corte del AutoScan 4: En la tabla 29, se muestran 
los puntos de corte para la interpretación del perfil de resistencia a antibióticos con el 
equipo AutoScan 4.   
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Tabla 30. Interpretación de puntos de corte para determinar susceptibilidad, resistencia o resistencia 
intermedia del Panel negativo combo 44 para enterobacterias. 
 
 
Análisis estadístico: Coliformes fecales y totales en Minitab Versión 17: 
 
Modelo lineal general: FECAL COLIFORMS vs. SEASON, SITE  
Método 
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Codificación de factores  (-1, 0, +1) 
Filas no utilizadas       3 
Información del factor 
Factor  Tipo  Niveles  Valores 
SEASON  Fijo        4  AUTUMN, SPRING, SUMMER, WINTER 
SITE    Fijo       13  1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 
Análisis de Varianza 
Fuente    GL  SC Ajust.  MC Ajust.  Valor F  Valor p 
  SEASON   3      23.37     7.7903    11.35    0.000 
  SITE    12      13.35     1.1128     1.62    0.133 
Error     33      22.65     0.6864 
Total     48      61.59 
Resumen del modelo 
                     R-cuad.  R-cuad. 
       S  R-cuad.  (ajustado)   (pred) 
0.828469   63.22%      46.51%   19.15% 
Coeficientes 
                   EE del 
Término      Coef   coef.  Valor T  Valor p   VIF 
Constante   2.973   0.120    24.84    0.000 
SEASON 
  AUTUMN    1.101   0.202     5.45    0.000  1.54 
  SPRING    0.047   0.209     0.23    0.822  1.60 
  SUMMER   -0.623   0.218    -2.87    0.007  1.65 
SITE 
  1         0.055   0.399     0.14    0.892  1.62 
  2        -0.180   0.399    -0.45    0.655  1.62 
  3         0.189   0.399     0.47    0.639  1.62 
  4         0.157   0.399     0.39    0.697  1.62 
  5         0.408   0.460     0.89    0.382  1.85 
  6         1.013   0.460     2.20    0.035  1.85 
  7        -0.359   0.399    -0.90    0.375  1.62 
  8         0.270   0.399     0.68    0.504  1.62 
  9        -1.215   0.399    -3.04    0.005  1.62 
  10       -0.536   0.399    -1.34    0.188  1.62 
  11        0.552   0.399     1.38    0.176  1.62 
  12       -0.351   0.399    -0.88    0.386  1.62 
Ecuación de regresión 
FECAL COLIFORMS = 2.973 + 1.101 SEASON_AUTUMN + 0.047 SEASON_SPRING -
 0.623 SEASON_SUMMER 
                  - 0.525 SEASON_WINTER + 0.055 SITE_1 - 0.180 SITE_2 
+ 0.189 SITE_3 
                  + 0.157 SITE_4 + 0.408 SITE_5 + 1.013 SITE_6 - 0.359 SITE_7 
+ 0.270 SITE_8 
                  - 1.215 SITE_9 - 0.536 SITE_10 + 0.552 SITE_11 -
 0.351 SITE_12 
                  - 0.003 SITE_13 
Ajustes y diagnósticos para observaciones poco comunes 
         FECAL                 Resid 
Obs  COLIFORMS  Ajuste  Resid   est. 
 16      4.541   2.539  2.003   2.93  R 
Residuo grande R 
ANOVA unidireccional: FECAL COLIFORMS vs. SEASON  
Método 
Hipótesis nula          Todas las medias son iguales 
Hipótesis alterna       Por lo menos una media es diferente 
Nivel de significancia  α = 0.05 
Filas no utilizadas     3 
Se presupuso igualdad de varianzas para el análisis. 
Información del factor 
Factor  Niveles  Valores 
SEASON        4  AUTUMN, SPRING, SUMMER, WINTER 
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Análisis de Varianza 
Fuente  GL  SC Ajust.  MC Ajust.  Valor F  Valor p 
SEASON   3      25.59     8.5284    10.66    0.000 
Error   45      36.00     0.8001 
Total   48      61.59 
Resumen del modelo 
                      R-cuad.  R-cuad. 
       S  R-cuad.  (ajustado)   (pred) 
0.894468   41.54%      37.64%   30.53% 
Medias 
SEASON   N  Media  Desv.Est.     IC de 95% 
AUTUMN  13  4.074      0.899  (3.574, 4.574) 
SPRING  12  3.021      1.040  (2.501, 3.541) 
SUMMER  11  2.221      0.958  (1.678, 2.764) 
WINTER  13  2.449      0.660  (1.949, 2.948) 
Desv.Est. agrupada = 0.894468 
Comparaciones en parejas de Tukey  
Agrupar información utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% 
SEASON   N  Media  Agrupación 
AUTUMN  13  4.074  A 
SPRING  12  3.021    B 
WINTER  13  2.449    B 
SUMMER  11  2.221    B 
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. 
ICs simultáneos de 95% de Tukey  
Comparaciones para FECAL COLIFORMS  
Comparaciones por parejas de Tukey: Respuesta = FECAL COLIFORMS, 
Término = SEASON  
Agrupar información utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% 
SEASON   N    Media  Agrupación 
AUTUMN  13  4.07395  A 
SPRING  12  3.02072           B 
WINTER  13  2.44854           B 
SUMMER  11  2.34989           B 
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. 
ICs simultáneos de 95% de Tukey  
Modelo lineal general: TOTAL COLIFORMS vs. SEASON, SITE  
Método 
Codificación de factores  (-1, 0, +1) 
Filas no utilizadas       3 
Información del factor 
Factor  Tipo  Niveles  Valores 
SEASON  Fijo        4  AUTUMN, SPRING, SUMMER, WINTER 
SITE    Fijo       13  1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 
Análisis de Varianza 
Fuente    GL  SC Ajust.  MC Ajust.  Valor F  Valor p 
  SEASON   3      17.67     5.8889    12.62    0.000 
  SITE    12      15.94     1.3284     2.85    0.009 
Error     33      15.40     0.4667 
Total     48      47.46 
Resumen del modelo 
                      R-cuad.  R-cuad. 
       S  R-cuad.  (ajustado)   (pred) 
0.683182   67.55%      52.80%   29.90% 
Coeficientes 
                  EE del 
Término      Coef   coef.  Valor T  Valor p   VIF 
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Constante  3.5725  0.0987    36.20    0.000 
SEASON 
  AUTUMN    0.597   0.166     3.58    0.001  1.54 
  SPRING   -0.530   0.173    -3.07    0.004  1.60 
  SUMMER    0.609   0.179     3.39    0.002  1.65 
SITE 
  1         0.014   0.329     0.04    0.966  1.62 
  2        -0.063   0.329    -0.19    0.850  1.62 
  3        -0.281   0.329    -0.85    0.399  1.62 
  4         0.205   0.329     0.62    0.539  1.62 
  5         0.430   0.380     1.13    0.265  1.85 
  6         1.158   0.380     3.05    0.004  1.85 
  7        -0.174   0.329    -0.53    0.601  1.62 
  8         0.350   0.329     1.06    0.296  1.62 
  9        -1.421   0.329    -4.31    0.000  1.62 
  10       -0.427   0.329    -1.30    0.204  1.62 
  11        0.577   0.329     1.75    0.089  1.62 
  12       -0.286   0.329    -0.87    0.391  1.62 
Ecuación de regresión 
TOTAL COLIFORMS = 3.5725 + 0.597 SEASON_AUTUMN - 0.530 SEASON_SPRING 
+ 0.609 SEASON_SUMMER 
                  - 0.676 SEASON_WINTER + 0.014 SITE_1 - 0.063 SITE_2 -
 0.281 SITE_3 
                  + 0.205 SITE_4 + 0.430 SITE_5 + 1.158 SITE_6 - 0.174 SITE_7 
+ 0.350 SITE_8 
                  - 1.421 SITE_9 - 0.427 SITE_10 + 0.577 SITE_11 -
 0.286 SITE_12 
                  - 0.082 SITE_13 
Ajustes y diagnósticos para observaciones poco comunes 
         TOTAL                  Resid 
Obs  COLIFORMS  Ajuste   Resid   est. 
 11      4.880   3.620   1.260   2.23  R 
 14      2.822   4.195  -1.373  -2.44  R 
 40      4.541   2.911   1.631   2.87  R 
Residuo grande R 
Comparaciones para TOTAL COLIFORMS  
Comparaciones por parejas de Tukey: Respuesta = TOTAL COLIFORMS, 
Término = SEASON  
Agrupar información utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% 
SEASON   N    Media  Agrupación 
SUMMER  11  4.18133  A 
AUTUMN  13  4.16905  A 
SPRING  12  3.04283           B 
WINTER  13  2.89671           B 
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. 
 ICs simultáneos de 95% de Tukey  
 ANOVA unidireccional: TOTAL COLIFORMS vs. SEASON  
Método 
Hipótesis nula          Todas las medias son iguales 
Hipótesis alterna       Por lo menos una media es diferente 
Nivel de significancia  α = 0.05 
Filas no utilizadas     3 
Se presupuso igualdad de varianzas para el análisis. 
Información del factor 
Factor  Niveles  Valores 
SEASON        4  AUTUMN, SPRING, SUMMER, WINTER 
Análisis de Varianza 
Fuente  GL  SC Ajust.  MC Ajust.  Valor F  Valor p 
SEASON   3      16.12     5.3728     7.71    0.000 
Error   45      31.34     0.6965 
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Total   48      47.46 
Resumen del modelo 
                      R-cuad.  R-cuad. 
       S  R-cuad.  (ajustado)   (pred) 
0.834576   33.96%      29.56%   21.50% 
Medias 
SEASON   N  Media  Desv.Est.     IC de 95% 
AUTUMN  13  4.169      0.746  (3.703, 4.635) 
SPRING  12  3.050      1.017  (2.564, 3.535) 
SUMMER  11  4.037      0.885  (3.530, 4.544) 
WINTER  13  2.897      0.674  (2.431, 3.363) 
Desv.Est. agrupada = 0.834576 
Comparaciones en parejas de Tukey  
Agrupar información utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% 
SEASON   N  Media  Agrupación 
AUTUMN  13  4.169  A 
SUMMER  11  4.037  A 
SPRING  12  3.050    B 
WINTER  13  2.897    B 
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. 
 ICs simultáneos de 95% de Tukey  
  
Análisis estadístico: Generador de cloro por electrolisis Minitab Versión 17: 
 
 
————   22/05/2016 9:18:59   ————————————————————  
  
Modelo lineal general: Cloro (g/L) vs. Voltaje  
 
Método 
 
Codificación de factores  (-1; 0; +1) 
 
 
Información del factor 
 
Factor   Tipo  Niveles  Valores 
Voltaje  Fijo        3  9.5; 10.5; 12.0 
 
 
Análisis de Varianza 
 
Fuente     GL  SC Ajust.  MC Ajust.  Valor F  Valor p 
  Voltaje   2      326.3     163.14     7.70    0.002 
Error      27      572.3      21.20 
Total      29      898.6 
 
 
Resumen del modelo 
 
                     R-cuad.  R-cuad. 
      S  R-cuad.  (ajustado)   (pred) 
4.60395   36.31%      31.59%   21.37% 
 
 
Coeficientes 
 
                   EE del 
Término      Coef   coef.  Valor T  Valor p   FIV 
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Constante  16.337   0.841    19.44    0.000 
Voltaje 
  9.5       -4.62    1.19    -3.89    0.001  1.33 
  10.5       2.85    1.19     2.40    0.024  1.33 
 
 
Ecuación de regresión 
 
Cloro (g/L) = 16.337 - 4.62 Voltaje_9.5 + 2.85 Voltaje_10.5 + 1.77 Voltaje_12.0 
 
 
Ajustes y diagnósticos para observaciones poco comunes 
 
     Cloro                  Resid 
Obs  (g/L)  Ajuste   Resid   est. 
 13   7.10   19.19  -12.09  -2.77  R 
 20  28.40   19.19    9.21   2.11  R 
 28  28.40   18.11   10.29   2.36  R 
 
Residuo grande R 
 
  
Comparaciones para Cloro (g/L)  
  
Comparaciones por parejas de Tukey: Respuesta = Cloro (g/L), Término = 
Voltaje  
 
Agrupar información utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% 
 
Voltaje   N   Media  Agrupación 
10.5     10  19.190  A 
12.0     10  18.105  A 
9.5      10  11.715           B 
 
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. 
 
  
ICs simultáneos de 95% de Tukey  
 
 
  
  
Prueba T e IC de dos muestras: Cloro (g/L); Sal  
 
T de dos muestras para Cloro (g/L) 
 
                              Error 
                           estándar 
                              de la 
Sal   N  Media  Desv.Est.     media 
18   10  11.72       2.40      0.76 
36    6  23.10       4.90       2.0 
 
 
Diferencia = μ (18) - μ (36) 
Estimación de la diferencia:  -11.38 
IC de 95% para la diferencia:  (-16.62; -6.15) 
Prueba T de diferencia = 0 (vs. ≠): Valor T = -5.32  Valor p = 0.002  GL = 6 
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Prueba T e IC de dos muestras: UFC/mL; Tiempo de desinfección  
 
T de dos muestras para UFC/mL 
 
                                       Error 
                                    estándar 
Tiempo de                              de la 
desinfección   N  Media  Desv.Est.     media 
1 hora        10   14.3       31.6        10 
15 min        10   54.8       44.5        14 
 
 
Diferencia = μ (1 hora) - μ (15 min) 
Estimación de la diferencia:  -40.5 
IC de 95% para la diferencia:  (-77.1; -3.9) 
Prueba T de diferencia = 0 (vs. ≠): Valor T = -2.35  Valor p = 0.032  GL = 16 
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